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En efecto, partiendo de la creación del universo, la razón humana puede descubrir, a través de las 
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Resumen 
La malaria continúa siendo una enfermedad de alto impacto en salud pública a nivel mundial, el 
informe de la OMS sobre malaria en 2018 estima que en 2017 se presentaron ~219 millones de casos, 
en su mayor parte ocasionada por el parásito Plasmodium falciparum, cobrando la vida de más de 
400.000 personas, principalmente en África. A pesar de los grandes esfuerzos por desarrollar mejores 
métodos de prevención (como una vacuna altamente efectiva), diagnóstico y tratamiento de la 
malaria, hasta ahora no se cuenta con una solución eficiente frente a esta enfermedad. 
 
En la Fundación Instituto de Inmunología de Colombia, FIDIC, se ha propuesto una metodología 
para el diseño de una vacuna químicamente sintetizada contra P. falciparum, que podría ser aplicada 
a otros patógenos. Esta se basa en la identificación de secuencias peptídicas derivadas de proteínas 
del parásito involucradas en interacciones hospedero-patógeno importantes para la infección de 
células blanco. Se encontró que los péptidos que se unen a las células hospederas (glóbulos rojos y 
hepatocitos) cuyas secuencias son conservadas, no son inmunogénicas en monos Aotus. Sin 
embargo, la modificación cuidadosa de algunos residuos de la secuencia de los péptidos 
conservados, induce cambios en las estructuras de estos péptidos que permiten un mejor 
reconocimiento por las moléculas del sistema inmune y la generación de una respuesta inmune 
eficiente contra el patógeno. 
 
La aplicación de esta metodología para el estudio de diversas proteínas de merozoito y esporozoito 
y los estudios de inmunogenicidad en monos Aotus, permitieron la selección de un pool de 23 
péptidos que pueden ser considerados como posibles candidatos a ser incluidos en el diseño de una 
vacuna sintética contra malaria. En este trabajo se evaluó la toxicidad local y sistémica y la 
inmunogenicidad en modelo murino de esta mezcla de péptidos modificados denominados IMPIPS 
(del inglés: Immune Protection-Inducing Protein Structure), derivados de proteínas de dos diferentes 
estadios del parasito (merozoíto y esporozoíto). 
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Se encontró que la inmunización de una dosis o de dosis repetidas de la mezcla de 23 péptidos 
IMPIPS es segura ya que no produjo reacciones toxicas, tanto a nivel local como sistémico. Además, 
ninguno de los ratones tratados presentó cambios en su comportamiento ni en actividades básicas 
como el consumo de alimento, el peso y la temperatura, los cuales estuvieron dentro de los rangos 
establecidos a partir de los controles. Finalmente, al evaluar la respuesta inmune humoral inducida 
por la mezcla de IMPIPS, se observó que, aunque los niveles de anticuerpos IgG inducidos no son 
altos, los sueros de los ratones inmunizados reconocen proteínas nativas del parásito e inhiben la 
invasión in vitro de merozoítos a glóbulos rojos. 
 
Estos resultados sugieren que la mezcla de péptidos IMPIPS, puede ser un candidato seguro para ser 
probado en la siguiente etapa del desarrollo de una vacuna contra malaria: toxicidad local, 
inmunogenicidad y protección en modelo primate no humano.  
 
Palabras clave: Malaria, Plasmodium falciparum, IMPIPS, toxicidad local, toxicidad sistémica, 

















Malaria still being a worldwide high-impact disease, the WHO malaria report 2018, estimates that 
in 2017 there were about 219 million cases, most of them were caused by the parasite Plasmodium 
falciparum, claiming the lives of more than 400,000 people, mainly in Africa. Despite the great 
efforts to develop malaria diagnosis, treatment and prevention methods (such as a highly effective 
vaccine), until now there is no efficient solution to this disease. 
 
The Fundación Instituto de Inmunología de Colombia (FIDIC) proposed a methodology for 
the design of a chemically synthesized vaccine against P. falciparum, that could be used in other 
pathogenic organisms. It is based on peptide sequences identification, derived from parasite proteins, 
participating in host-pathogen interactions important for infection of target cells. Was found that 
some peptides, with conserved sequences, are important for parasite binding to host cells (red blood 
cells and hepatocytes) but are not immunogenic in Aotus monkeys. However, some specific residues 
modification, in the conserved peptides, induces structural changes that allow a better recognition 
by the immune system, generating an efficient response against the pathogen. 
 
The application of this methodology for the study of several merozoite and sporozoite 
proteins, followed by the immunogenicity studies in Aotus monkeys allowed the selection of a pool 
of 23 peptides that could be considered as possible candidates to be included in the design of a 
synthetic vaccine against malaria. In this work, was evaluated a mixture of modified peptides (called 
immune protection-inducing protein structure, IMPIPS) derived from proteins of two different stages 
of the parasite (merozoite and sporozoite), analyzing its local and systemic toxicity and 
immunogenicity in a murine model. 
 
No local or systemic toxic reactions were found after IMPIPS mixture single-dose or 
repeated doses immunization. In addition, none of the treated mice showed changes in their behavior 
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or basic activities such as food consumption, weight, and temperature. Finally, IMPIPS mixture 
humoral immune response evaluation showed that, although the levels of induced IgG antibodies are 
not high, the sera from the immunized mice recognize parasite native proteins and inhibit the in vitro 
invasion of merozoites into red blood cells. 
 
These results suggest that the IMPIPS peptide mixture can be a safe candidate to be tested 
in the next stage of development of a vaccine against malaria: local toxicity, immunogenicity, and 
protection in the non-human primate model. 
 
  
Keywords: Malaria, Plasmodium falciparum, IMPIPS, local toxicity, systemic toxicity, 
single and repeated doses, immunogenicity
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La malaria es causada por el protozoo intracelular obligado del género Plasmodium; el cual es 
transmitido al humano a través de la picadura del mosquito hembra Anopheles (1). La forma infectiva 
del parásito, llamada esporozoito (Spz), migra hasta el hígado a través de los capilares sanguíneos o 
el sistema linfático e infecta las células hepáticas (1-3).  
 
En los hepatocitos, cada Spz se diferencia y se divide en miles de formas parasitarias denominadas 
merozoítos (Mrz), que son liberados al torrente sanguíneo por medio de merosomas (4), donde 
invaden glóbulos rojos (GRs). Dentro de los GRs, el parásito se desarrolla pasando por diferentes 
estadios (anillos, trofozoitos y esquizontes) y luego de 48 - 72 h (dependiendo de la especie 
parasitaria) (5), los esquizontes maduros se rompen y liberan nuevos Mrz, los cuales pueden infectar 
nuevos GRs para continuar con el ciclo intraeritrocítico o diferenciarse a microgametos y 
macrogametos (formas sexuales). Si los gametos son tomados por un mosquito durante su 
alimentación cuando ingiere sangre infectada, se inicia la reproducción sexual que lleva a la 
producción de esporozoítos y a la perpetuación del ciclo (6).  
 
Esta enfermedad, representa uno de los mayores problemas de salud pública a nivel mundial. Según 
la Organización Mundial de la Salud (OMS), en 2017 se presentaron -219 millones de nuevos casos 
y -435.000 muertes por malaria, siendo el continente africano, la región más afectada a nivel mundial, 
con el 92% de los casos y el 93% de las muertes (7) 
 
La estrategia mundial contra la malaria 2016-2030, aprobada por la Asamblea Mundial de la Salud 
en mayo de 2015, sugiere que para 2030 la incidencia y la mortalidad por malaria debe reducirse al 
menos un 90% y que esta debe ser eliminada al menos en 35 países, mediante la prevención (como 
una vacuna), diagnóstico y tratamiento (8). 
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Pese a que son varias las estrategias que se tienen para combatir esta enfermedad, como son: el uso 
de mosquiteros impregnados con insecticidas para controlar el vector, la quimioprofilaxis 
(administración de dosis terapéuticas de medicamentos antimaláricos a intervalos regulares 
suficientes para prevenir la enfermedad) y el manejo de casos (incluyendo diagnosis y tratamiento 
de infecciones) (7, 8), no se observan progresos significantes en la reducción de los casos de malaria 
a nivel mundial (7). El problema más recurrente es el aumento de cepas resistentes a medicamentos 
antimaláricos y de mosquitos resistentes a insecticidas; por lo que se hace necesario el desarrollo y 
uso combinado de nuevos métodos de control y prevención, como una vacuna con alta capacidad de 
protección en el tiempo (7, 9). 
 
Siguiendo una aproximación completamente funcional, y basados en la información experimental 
acerca del papel que desempeñan diferentes proteínas del parásito durante la invasión a células 
blanco en los diferentes estadios (merozoito y esporozoito) de su ciclo de vida y de los mecanismos 
que el parásito emplea para escapar a la respuesta inmune (10), en la Fundación Instituto de 
Inmunología de Colombia, FIDIC, se ha trabajado en la búsqueda de una vacuna sintetizada 
químicamente basada en subunidades mínimas (péptidos de ~20 aminoácidos) con características 
multiestadio y multiantigénica (11, 12).  
 
Se ha sugerido además que el uso de péptidos sintéticos como inmunógenos puede proporcionar 
ventajas sobre el uso de fragmentos recombinantes, ADN y parásitos atenuados o muertos (13); ya 
que la respuesta inmune inducida es a veces más alta que la estimulada por otro tipo de antígenos 
(14, 15). Otras ventajas de los péptidos sintetizados químicamente son: (a) se pueden caracterizar 
fácilmente mediante técnicas como cromatografía líquida de alta resolución (HPLC), espectroscopia 
de masas (MS), dicroísmo circular (CD) y  resonancia magnética nuclear (1H-NMR), (b) están libres 
de contaminantes, como endotoxinas, que pueden ser toxicas en modelos animales y en humanos, 
(c) se pueden sintetizar fácilmente de manera reproducible (manual o automatizadamente), 
utilizando tecnologías asequibles, (d) sus productos liofilizados permanecen estables a temperatura 
ambiente (TA) durante varios años y no requieren refrigeración o cadena de frío, lo que facilita 
almacenamiento y entrega en zonas alejadas y rurales. 
 
Siguiendo la estrategia de Síntesis de Péptidos en Fase Solida (SPPS, por sus siglas en inglés), en la 
FIDIC, se sintetizaron como péptidos de 20 residuos de longitud las secuencias de 70 proteínas (50 
de merozoito y 20 de esporozoito) que han sido involucradas en la invasión del parásito a las células 
blanco (16-21). El rol funcional de estas regiones en la invasión a hepatocitos y GRs, fue evaluado 
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indirectamente a partir de ensayos de unión péptido-célula hospedera (16-18). De esta manera se 
identificaron cerca de 300 péptidos que se unen específicamente a GRs humanos o células hepáticas 
HepG2. Estas secuencias fueron denominadas HABPs (del inglés, High Activity Binding Peptides) 
(22), y aquellas que presentaron secuencia conservadas se denominaron cHABP (conserved HABPs) 
y las de secuencia variable vHABPs (variable HABPs) (11). 
 
Mediante ensayos in vitro de inhibición de la invasión de los Mrz a GRs humanos, se observó que 
algunos de los cHABPs derivados de proteínas de Mrz podían inhibir la invasión y que esta 
inhibición era dependiente de la concentración de péptido, sugiriendo un rol biológico o funcional 
en la invasión para estos HABPs y para la proteína del cual se deriva (22-24). 
 
Los HABPs derivados de proteínas de los dos estadios del parasito fueron utilizados para inmunizar 
monos Aotus. Los resultados de inmunogenicidad y protección ante el reto experimental mostraron 
que los cHABPs son muy poco inmunogénicos y no inducen respuesta inmune protectiva, sugiriendo 
que las secuencias conservadas son silentes inmunológicamente, es decir, no son visibles al sistema 
inmune (11, 12). De otra parte, los vHABPs inducen respuesta inmune no protectiva o protectiva de 
corta duración (11, 25), lo cual estaría de acuerdo a lo propuesto respecto al papel que cumplen las 
secuencias variables como mecanismo de evasión inmune: actúan como “cortinas de humo” o 
distractores de la respuesta inmune (26-28).  
 
Ensayos adicionales mostraron que algunos de los residuos en la secuencia de los cHABPs son 
esenciales para la unión a sus células blanco (23, 24). Se propuso entonces que el reemplazo de estos 
residuos, conservados y críticos para la función de unión, por aminoácidos con diferentes 
características fisicoquímicas podría romper el “silencio inmunológico” de las secuencias 
conservadas. Los cHABPs fueron modificados (y denominados ahora mHABPs por modified 
HABPs) reemplazando los residuos críticos por aminoácidos de masa y volumen similares, pero de 
diferente polaridad. Los ensayos con monos Aotus mostraron que algunos de los mHABPs fueron 
inmunogénicos y tenían la capacidad de inducir respuesta inmune protectiva ante el reto 
experimental (25, 29-31). 
 
Teniendo en cuenta que para que se genere respuesta inmune es necesario la interacción del antígeno 
(péptido) con las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC-II, por sus siglas en 
inglés Major Histocompatibility Complex) y con el receptor de las células T (TCR, por sus siglas en 
inglés T cell receptor), se realizaron estudios estructurales in silico para determinar la interacción 
Evaluación de la toxicidad e inmunogenicidad en modelo murino, de una mezcla de 
péptidos modificados (IMPIPS), candidata a vacuna contra malaria 
 19 
 
entre las estructuras 3D de los péptidos (determinada por 1H NMR) y las diferentes estructuras 
descritas del MHC, para determinar si existía relación entre la estructura 3D de los péptidos (cHABP 
y mHABP) y su capacidad o no de inducir respuesta inmune protectiva (32, 33). 
 
Estos estudios de acoplamiento c/vHABP-MHC II mostraron que, mientras que la mayoría de los 
cHABPs derivados de proteínas de Spz y Mrz no se unen, los mHABPs se unen a moléculas HLA-
DRβ1*, cubriendo la mayoría de variantes alélicas del MHC-II (31, 34, 35). Esto sugiere que los 
cambios hechos en la secuencia a los cHABPs, permiten que sus análogos mHABPs tengan un mejor 
ajuste con la región de unión del péptido (PBR, por sus siglas en inglés Peptide Binding Region) en 
las moléculas HLA-DRβ1*, aumentando la especificidad de la interacción MHC-II-mHABP y por 
lo tanto la capacidad de inducir respuesta inmune protectiva (32, 33, 36, 37). 
 
Por esta razón, algunos de los mHABPs derivados de las proteínas de Spz: circumsporozoite protein 
1 (CSP-1), thrombospondin-related anonymous protein (TRAP), sporozoite, threonine and 
asparagine-rich protein (STARP), sporozoite microneme proteins essential for cell  traversal (SPECT 
1 and 2), cell-traversal protein for ookinetes and sporozoites (CelTOS) y sporozoite invasion-
associated protein 1 y 2 (SIAP-1 y 2); y de Mrz: apical membrane antigen-1 (AMA-1), erythrocyte-
binding protein 175 (EBA-175), erythrocyte-binding protein 140 (EBA-140), serine repeat antigen 
(SERA-5), merozoite surface protein-1 (MSP-1) y histidine-rich protein II (HRP-II) (16-18), son 
considerados candidatos para ser incluidos en el diseño de una vacuna sintética con características 
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 Formulación del problema 
La malaria es una de las enfermedades infecciosas más incidentes en el mundo (7), causada por el 
parásito del género Plasmodium; el cual ingresa al hospedero humano a través de la picadura del 
mosquito hembra Anopheles (40).  
 
Durante las etapas importantes para el desarrollo de P. falciparum (pre-eritrocítica y eritrocítica) en 
su ciclo de vida en el huésped humano, se exponen un gran conjunto de proteínas específicas de 
estadio. Mediante análisis del transcriptoma y del proteoma de P. falciparum, se encontró que ~50 
de las ~5,600 proteínas podrían estar directamente involucradas en la invasión de GRs por Mrz (19) 
y ~30 estarían involucradas en la invasión de células hepáticas por Spz (20, 21). Estas proteínas 
participan en procesos importantes como: motilidad, adhesión e invasión a las células hospederas 
(17, 41, 42), y podrían ser intervenidas o bloqueadas para así inhibir el proceso de infección (41, 42). 
 
De las cinco especies de Plasmodium que infectan al hombre (P. falciparum, P. vivax, P. malariae, 
P. ovale y P. knowlesi.), P. falciparum es la especie con mayor prevalencia en la región de África 
Subsahariana, representando el 99,7% de los casos estimados de malaria en 2017. P. vivax es la 
especie predominante en la región de las Américas, representó el 71,9% de los casos de malaria en 
2017 y está por encima de los casos reportados en las regiones del Asia Sudoriental (37%) y en el 
Mediterráneo Oriental (31%) (7). En Colombia, para el 2018 se reportaron 16.984 casos de malaria, 
donde el 50,3 % de infección fue por P. falciparum seguido por P. vivax con el 47,7 % y el 2 % a 
infección mixta (P. falciparum y P.vivax) (43) . 
 
Es por esto, que son varias las estrategias que se han generado para la erradicación de la malaria, 
entendiéndose esto, como la reducción permanente a cero de la incidencia mundial de la infección 
causada por parásitos maláricos en humanos (44). Estas estrategias están orientadas a controlar el 
vector, mediante el uso de mosquiteros impregnados con insecticidas; la quimioprofilaxis y el 
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manejo de casos (7). Sin embargo, la mayor dificultad para el tratamiento sigue siendo el aumento 
de cepas resistentes a medicamentos y de mosquitos a insecticidas, lo cual genera aumento en las 
cifras de muertes por esta causa y que no haya una reducción efectiva en el número de casos (7, 9). 
 
Actualmente, cerca de 40 candidatos vacunales dirigidos contra diferentes etapas en el ciclo de vida 
de Plasmodium se están evaluando en ensayos preclínicos avanzados o en fases clínicas (I-IV) (45, 
46). Dentro de estos candidatos se encuentran las vacunas dirigidas contra los estadios invasivos del 
parásito: Spz (47-50) y Mrz (51-54), las cuales podrían bloquear la invasión a las células hepáticas 
y/o suprimir las infecciones recurrentes neutralizando los Mrzs que salen de los hepatocitos 
infectados; por otro lado, las vacunas dirigidas contra las etapas sexuales tratan de romper el ciclo 
de transmisión del parásito (55-57). Desafortunadamente hasta la fecha y a pesar de décadas de 
investigación, no existe una vacuna disponible que genere el 100% de protección contra malaria. 
 
A finales de los 80, la Fundación Instituto de Inmunología de Colombia, FIDIC, propuso una vacuna 
multiestadio y multiantigénica contra la malaria causada por P. falciparum, llamada SPf66 (58, 59). 
SPf66 es un polímero conformado por 4 péptidos derivados de proteínas del Mrz (83, 55 y 35 kDa) 
que tienen intercalada la secuencia (NANP) derivada de la proteína CSP del Spz (58, 59). Esta 
vacuna fue inmunogénica e indujo protección contra el reto experimental en monos Aotus trivirgatus 
(10, 59, 60) y contra la infección natural en humanos, hasta un 50% de protección en adultos y 9% 
en niños menores de un año residentes en áreas endémicas de diferentes países latinoamericanos 
como: Colombia (61, 62), Venezuela (63) y Ecuador (64) y de Tanzania (África) (65).  
 
Aunque los resultados en adultos fueron significativamente positivos, SPf66 fue ineficaz en lactantes 
menores de 1 año de Tanzania (66) y no generó protección en un grupo del noroeste de Tailandia 
(67), reduciendo su eficacia protectora según un metanálisis realizado en el 2006 (68). Esto hizo que 
no se realizaran más estudios clínicos con SPf66 y se enfocaran los esfuerzos en el desarrollo de una 
segunda generación de vacuna sintética completamente protectiva. Para lo cual, al observar que 
algunas de las secuencias incluidas en SPf66 son conservadas y se unen GRs humanos (69), se 
planteó la identificación de regiones funcionales conservadas, es decir, involucradas en el 
reconocimiento, unión, adhesión e invasión del parásito a la célula hospedera (11, 17, 70). 
 
Con base en estos resultados, en la FIDIC, siguiendo un enfoque totalmente funcional, se 
identificaron las regiones de unión (péptidos de 20 aminoácidos) de las proteínas de Mrz y Spz que 
han sido descritas como involucradas en la invasión a los GRs y hepatocitos (16-19, 71).  
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Asumiendo que las regiones de unión (HABPs) que están involucradas en el reconocimiento de los 
receptores de las células hospederas se exponen al sistema inmune, se inmunizaron monos Aotus con 
las secuencias de unión o HABPs y se determinó su capacidad inmunogénica (25, 72). Los resultados 
mostraron que solo los vHABPs son inmunogénicos (aunque no protectivos), mientras que los 
cHABPs no son inmunogénicos, es decir son inmunológicamente silentes (22, 24, 73, 74). Sin 
embargo, si los cHABPs se modifican en los residuos que son críticos para la unión a la célula 
hospedera, los análogos modificados o mHABPs inducen respuesta inmune que en algunos casos es 
protectiva ante el reto experimental en monos Aotus (25, 29-31).  
 
El análisis posterior de la estructura de los cHABPs y los mHABPs, así como de la interacción de 
estos péptidos con diferentes moléculas del MHC-II, muestra que los mHABPs que inducen 
respuesta inmune protectiva tienden a presentar estructuras semejantes a hélices de poliprolina II 
(PPIIL), las cuales establecen interacciones de puente de hidrógeno con residuos específicos de las 
regiones de unión a los péptidos (PBR) HLA-DRβ1*. Los residuos de aminoácidos ubicados en las 
posiciones p3 y p7 del PBR muestran cargas electrónicas específicas y orientación gauche+ (75) con 
respecto a los ángulos p3χ1, p5χ2 y p7χ1, que determinan la orientación apropiada del rotámero para 
adaptarse perfectamente al TCR e inducir una respuesta inmune protectiva (32, 33, 76, 77).  
 
Estos resultados indican que la modificación de la secuencia de los cHABPs, inducen cambios 
conformacionales o estructurales que hacen que los mHABPs tengan un mejor acople con las 
moléculas del MHC-II y una mejor y mayor interacción con el TCR, de tal forma que se obtiene un 
complejo MHC-péptido-TCR mucho más estable y capaz de inducir respuesta inmune protectiva de 
larga duración en monos Aotus (12). 
 
Teniendo en cuenta la estrecha relación entre la estructura de los mHABPs protectivos: orientación 
gauche+ (75) en las cadenas laterales de los aa de las posiciones p3 y p7 que interactúan con el TCR 
(32, 33, 76, 77), su semejanza estructural con PPIIL y su capacidad de inducir respuesta inmune 
protectiva (78-81), estos mHABPs fueron denominados Pf-IMPIPS o IMPIPS (del inglés, Immune 
Protection-Inducing Protein Structure). Los IMPIPS se caracterizan por tener una distancia de 26,5 
± 3,5 Å entre los átomos más lejanos que encajan en los bolsillos o “pockets” 1 a 9 (P1-P9) de las 
estructuras de las moléculas HLA-DRβ1* (82, 83). 
 
Por otra parte, todo candidato vacunal debe pasar por diferentes etapas de valoración antes de su uso 
en humanos, esto corresponde a los diferentes estudios preclínicos, que hacen parte de los requisitos 
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reglamentarios establecidos por las autoridades reguladoras internacionales como la FDA (Food and 
Drug Administration), la EMA (European Medicines Agency) y la WHO (World Health 
Organization). Siendo estos estudios, los que permiten identificar la toxicidad potencial que puede 
presentar las sustancias candidatas a ser administradas en humanos como requisito previo e 
indispensable para la aprobación de la realización de los ensayos clínicos (84, 85). La evaluación 
preclínica incluye estudios de caracterización del candidato vacunal, prueba de inmunogenicidad la 
cual permite determinar la capacidad de una molécula para inducir inmunidad mediada por 
anticuerpos o por células (85), así como pruebas de seguridad en animales donde se evalúan las 
reacciones relacionadas con efectos inflamatorios e irritaciones generadas en el lugar de inoculación 
(toxicidad local), los efectos a nivel sistémico (toxicidad sistémica) donde se analizan los órganos 
principales de los animales inoculados ya sea por una única dosis o por dosis repetidas, estudios de 
toxicología de la reproducción, hipersensibilidad, genotoxicidad y carcinogenicidad (86-88).  
 
Con base en lo anterior, en este proyecto se propuso evaluar la toxicidad local y sistémica (dosis 
única y repetidas) e inmunogenicidad de una mezcla de 23 péptidos modificados (IMPIPS) 
provenientes de 8 proteínas de Spz: circumsporozoite protein 1 (CSP-1), thrombospondin-related 
anonymous protein (TRAP), sporozoite, threonine and asparagine-rich protein (STARP), sporozoite 
microneme proteins essential for cell traversal (SPECT 1 and 2), cell-traversal protein for ookinetes 
and sporozoites (CelTOS) y sporozoite invasion-associated protein 1 y 2 (SIAP-1 y 2) y de 6 
proteínas de Mrz: apical membrane antigen-1 (AMA-1), erythrocyte-binding protein 175 (EBA-175), 
erythrocyte-binding protein 140 (EBA-140), serine repeat antigen (SERA-5), merozoite surface 
protein-1 (MSP-1) y histidine-rich protein II (HRP-II) (16-18), en un modelo murino. 
  
Por tanto, la pregunta de investigación que se quiere responder en este trabajo es: ¿La vacuna 
compuesta de la mezcla de 23 péptidos modificados (IMPIPS), provenientes de proteínas de 
diferentes estadios de P. falciparum, genera efectos tóxicos y tiene capacidad inmunogénica en un 
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Evaluar la toxicidad e inmunogenicidad de la mezcla de 23 péptidos Pf-IMPIPS en modelo murino, 
como candidata para una vacuna sintética contra malaria. 
 
 Específicos 
 Evaluar la tolerancia local a dosis única de la mezcla de Pf-IMPIPS en ratones BALB/c.  
 Evaluar la toxicidad local y sistémica por dosis repetidas de la mezcla de Pf-IMPIPS en ratones 
BALB/c. 
 Evaluar la respuesta humoral generada por la inmunización de la mezcla de Pf-IMPIPS en 
ratones BALB/c. 
 Determinar la capacidad inhibitoria de la invasión del parásito a GRs por los anticuerpos 
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 Estado del arte 
 Epidemiología  
La malaria es una enfermedad parasitaria causada por protozoos intraeritrocíticos del género 
Plasmodium; transmitida a través de la picadura de un vector infeccioso, el mosquito hembra 
Anopheles. Hasta la fecha se conocen 5 especies de Plasmodium que causan malaria en humanos: P. 
falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae y P. knowlesi (44); esta última, ha surgido como una 
causa local, pero importante, en Malasia y otras áreas del Sudeste asiático, donde es 
predominantemente una zoonosis, sin evidencia definitiva de transmisión primaria de animal a 
humano (89). 
 
En 2017 se presentaron ~219 millones de casos de malaria a nivel mundial, en comparación con 
~217 millones de casos en 2016, lo que indica el aumento de casos por esta enfermedad en todo el 
mundo (7, 90). El total de muertes a nivel global llegó a 435.000, afectando principalmente a niños 
y mujeres embarazadas (7). P. falciparum es la especie con mayor prevalencia en la región de África 
tropical (90); Sin embargo, las personas que viven en el Subcontinente indio y en otras partes de 
Asia, en América Latina y en el Pacífico occidental también se ven afectadas de manera significativa 
por las muertes asociadas a esta especie, incluidas las causadas por Plasmodium vivax (91, 92).  
 
Es por esto, que la identificación oportuna de las especies infectantes es extremadamente importante, 
ya que la infección por P. falciparum puede ser fatal y a menudo resistente al tratamiento estándar 
con cloroquina (93). Por otro lado, P. vivax es el responsable de alrededor de 100 millones de casos 
clínicos anuales, principalmente en Asia y en América Latina (91) y junto con P. ovale son causantes 
de enfermedad crónica por la presencia de hipnozoitos, que son formas durmientes en el hígado, las 
cuales dificultan la erradicación del parásito en el humano (94, 95). En Colombia, el boletín 
epidemiológico semanal No 17 de 2018 notificó para este año 16.984 casos, donde P. falciparum 
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fue la especie predominante con 8.535 casos, seguido por P. vivax con 8.102 casos y 347 casos 
corresponden a infección mixta (P. falciparum y P. vivax) (43). 
 
Figura 1. Incidencia de malaria en el mundo 
 
Fuente: Modificado de WHO. 2018 (7).  
 
La malaria afecta principalmente a los países de ingresos bajos y medianamente bajos. Dentro de los 
países endémicos, las comunidades más pobres y marginadas son las más afectadas por esta 
enfermedad, debido a que presentan menor acceso a servicios efectivos de prevención, diagnóstico 
y tratamiento (90, 96, 97). La mayoría de países afectados (Figura 1) se localizan en la zona tropical 
y sub-tropical, como por ejemplo, República Democrática del Congo y Nigeria en África 
subsahariana, los cuales registraron el 40% de muertes a nivel mundial en el año 2016 (90). En 
América latina, Colombia se encuentra dentro de los 23 países endémicos para malaria; según el 
reporte de la Organización Panamericana de la Salud, en el 2013 se notificaron 58.744 casos con una 
mayor prevalencia en los departamentos de Antioquia, Chocó, Nariño y Bolívar (98). Del total de 
casos, 38.194 (65%) correspondieron a infecciones por P. vivax, 19.681 (33,5%) por P. falciparum, 
846 (1,4%) a infecciones mixtas de estas dos y 23 (0,03%) por P. malariae.  
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 Ciclo de vida del Plasmodium  
El parásito Plasmodium (Figura 2) tiene un complejo ciclo de vida multiestadio que involucra un 
hospedero invertebrado en el cual el parásito realiza el ciclo sexual, y un hospedero vertebrado en 
el cual el parásito lleva a cabo el ciclo asexual (99, 100).  
 
Figura 2. Ciclo de vida del parásito Plasmodium. 
 
 
(1) Inyección de Spz de Plasmodium, a través de la picadura del mosquito hembra y Anopheles, que ingresan por el torrente 
sanguíneo del hospedero. (A) Etapa pre-eritrocítica: Los Spz viajan por el torrente sanguíneo y son transportados al hígado, 
donde salen de los sinusoides a través de las células Kupffer o células endoteliales e invaden un hepatocito. Luego de 
atravesar varios hepatocitos hasta encontrar el hepatocito con mayor concentración de HSPG, se forma la vacuola 
parasitófora (VP), que posteriormente formara un esquizonte hepático, liberando decenas de miles de merozoítos en 
paquetes de merosomas en el torrente sanguíneo. (B) Etapa eritrocítica: Los merozoítos encuentran e invaden eritrocitos, 
comenzando un ciclo de esquizogonia asexual, pasando por etapa de anillo, trofozoíto y esquizonte. Los merozoítos pueden 
cambiar su morfología para producir gametocitos en un ciclo llamado gametogénesis; una vez los gametocitos están 
maduros, ingresan a la circulación periférica para ser ingeridos por un mosquito donde emergen como microgametos y 
macrogametos (gametos masculinos y femeninos, respectivamente) extracelulares en el intestino medio. (C) En el intestino 
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medio los micro y macrogametos se fusionan para formar un cigoto que se transforma durante 24 h en un ooquineto que 
migra a través del epitelio del intestino medio del mosquito y se convierte en un ooquiste donde se produce la replicación 
esporogénica asexual. Los esporozoitos móviles se liberan en el hemocele por la ruptura del ooquiste y pasan a las glándulas 
salivales donde pueden inyectarse en el siguiente huésped humano. (Fuente: Modificado del sitio web: 
https://www.cdc.gov/malaria/about/biology/index.html)  
 Infección del hospedero vertebrado  
3.2.1.1 Estructura del esporozoito 
El esporozoito es la forma parasitaria que infecta los hepatocitos del hospedero vertebrado. Su 
estructura está compuesta por un orgánulo único (también presente en el Mrz), denominado complejo 
apical, característico del fílum apicomplexa (101). Este complejo está conformado por: el anillo 
polar, las roptrias y los micronemas; siendo estos últimos, vesículas secretoras de diferentes 
proteínas (Figura 3) que están involucradas en funciones biológicas críticas para la supervivencia 
del parásito, tales como motilidad, adhesión, invasión, paso a través de las células, y formación de 
la vacuola parasitófora (VP), entre otras (16). 
 
Figura 3. Proteínas del esporozoito  
 
Se muestran las proteínas relevantes para la invasión a los hepatocitos, expresadas en las micronemas y la superficie del 
Spz. (Fuente: Tomado de Patarroyo, ME. 2017 (23)).  
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3.2.1.2 Fase pre-eritrocítica 
El ciclo se Plasmodium en el humano comienza con la inoculación de Spzs a través de la picadura 
del mosquito hembra del género Anopheles (Figura 2), los cuales viajan por el torrente sanguíneo e 
invaden a los hepatocitos en aproximadamente 15 min. Estudios de imágenes en vivo muestran que 
una proporción de los Spzs inyectados se mueven activamente dentro de la dermis en forma aleatoria 
y eventualmente entran en contacto con los vasos sanguíneos para entrar a la circulación sanguínea 
(102, 103). Se ha descrito que la proteína TRAP participa en estos procesos de motilidad, además de  
reconocimiento de los receptores en las glándulas salivales de mosquitos y células hepáticas, y en la 
invasión de estas últimas (104-106). 
 
Una vez en la circulación, los Spzs se detienen en el hígado, cruzan la barrera sinusoidal, que es una 
capa de células individuales compuesta principalmente por células endoteliales sinusoidales y 
células de Kupffer, que son macrófagos hepáticos (107). Se han propuesto varios modelos para 
explicar cómo los Spzs cruzan esta capa sinusoidal. En 1990 Vanderberg & Stewart (108) 
propusieron que los Spzs infectan los hepatocitos después de cruzar la célula endotelial hepática a 
través de fenestraciones en esta célula; sin embargo, estas aberturas son demasiado pequeñas para 
que los Spzs pasen libremente (103). Otros autores sugirieron que los Spzs son endocitados 
pasivamente por las células de Kupffer (109, 110), siendo la transmigración de estos macrófagos 
locales, la entrada principal a los hepatocitos subyacentes, la célula objetivo final del Spz (111) y 
que esta migración se basa en la motilidad activa acompañada de la formación de vacuolas 
transitorias (112, 113).  
Después de cruzar esa barrera sinusoidal, probablemente por la transmigración, los Spzs atraviesan 
varios hepatocitos antes de la formación de la VP donde se desarrollan en formas exoeritrocíticas 
(114). Este tropismo por los hepatocitos, se debe a que los Spzs usan el nivel de sulfatación de los 
proteoglicanos de heparán sulfato (HSPG) para migrar en el hospedero mamífero (115). Los Spzs 
migran a través de células que expresan HSPG con bajo contenido de sulfato (Figura 4), como las 
de la piel y el endotelio, mientras que los HSPG altamente sulfatados de los hepatocitos activan los 
Spzs para la invasión (116, 117). Se ha descrito que las proteínas LSA-1 y LSA-3 intervienen en la 
interacción inicial del Spz con la superficie de los hepatocitos para su posterior invasión (118). 
Una proteína quinasa dependiente de calcio es crítica para el cambio al fenotipo invasivo y el proceso 
está acompañado por la escisión proteolítica de la proteína circumsporozoito (CS) (119), considerada 
la principal proteína de superficie del Spz por la densa capa que forma (120). Estos hallazgos 
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explican cómo los Spzs infectan un órgano que está lejos de su sitio de entrada. También, se ha 
descrito que la proteína CS está involucrada en procesos como, la supervivencia durante la 
multiplicación de oocistos en el intestino medio del mosquito (121), la invasión de las glándulas 
salivales de la mosquito Anopheles (122, 123) y la inactivación de la maquinaria de síntesis de 
proteínas de la célula hospedera (124). 
Figura 4. Invasión de hepatocitos por esporozoitos. 
 
 
Los esporozoitos (verde) se deslizan sobre el endotelio una vez alcanzan los sinusoides hepáticos y luego interactúan con 
los proteoglicanos de sulfato de heparán (HSPG) de las células estrelladas y de los hepatocitos. posteriormente cruzan la 
capa sinusoidal, posiblemente a través de las células de Kupffer (115). ( Fuente: Modificado de Prudêncio, M. (125). 
Por muchos años, se pensó que la proteína de superficie CS, actuaba como ligando en el parásito 
migratorio, dirigiéndolo a los HSPG en los sinusoides del hígado (126, 127). Sin embargo, un estudio 
proporciona evidencia clara de que la proteína CS de longitud completa no interactúa 
específicamente con HSPG, pero se procesa para exponer el dominio de adhesión tipo 
trombospondina (TSR) una vez que el Spz reconoce HSPG por otros medios (128). 
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Figura 5. Paso del esporozoito a través de varios hepatocitos 
 
El esporozoito (verde) atraviesa varios hepatocitos (“cell traversal”) antes de la invasión final. Una vez invade el hepatocito 
se forma el esquizonte hepático donde el esporozoito se diferencia en miles de formas parasitarias denominadas merozoítos. 
(Fuente: Modificado de Prudêncio, M. (125).) 
Los Spzs pasan a través de varios hepatocitos antes de invadir el hepatocito final (Figura 5), este 
proceso es conocido en inglés como “cell traversal” (129). El paso a través de estas células implica 
la ruptura de la membrana plasmática de los hepatocitos, las cuales se pueden reparar rápidamente 
(130). Es probable que la ruptura de estas membranas implique la acción de lipasas, proteasas y 
proteínas formadoras de poros específicas (131, 132). Se ha demostrado que cuatro proteínas 
distintas de P. berghei tienen papeles importantes durante el paso a través de las células hepáticas: 
Las proteínas del Spz esencial para el paso a través de las células ( SPECT-1 y 2) (129, 131), la 
proteína de atravesamiento celular para ooquineto y Spz (CelTOS) (133) y la fosfolipasa (PL) (134). 
Las proteínas SPECT-2 y PL están implicadas en la formación de poros (131, 134), mientras que 
CelTOS es necesaria para el movimiento a través del citosol de la célula hospedera (133) y la salida 
del Spz de los hepatocitos (132).  
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Figura 6.Salida de los merozoítos al torrente sanguíneo empaquetados en el merosoma. 
 
 
Miles de merozoítos salen del esquizonte hepático al torrente sanguíneo dentro del merosoma. (Fuente: Modificado de 
Prudêncio, M. et al. 2006 (125)).  
Una vez que se establece la infección en los hepatocitos, el Spz inicia la etapa hepática o 
exoeritrocítica (EEF), y el desarrollo culmina en la liberación de hasta 40,000 Mrzs en el torrente 
sanguíneo por gemación de vesículas llenas de parásitos llamadas merosomas (Figura 6) (135). 
3.2.1.3 Fase eritrocítica 
En la etapa eritrocítica, los Mrzs son la forma parasitaria que invade los GRs no infectados o 
reticulocitos (GR inmaduros), dependiendo de la especie de Plasmodium, a través de un proceso 
complejo y de varios pasos que involucra una serie de distintos eventos de unión receptor-ligando 
(41) . 
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En este proceso, son un gran número de proteínas las que participan activamente (Figura 7), bien sea, 
para lograr la adhesión o la invasión mediante múltiples interacciones de tipo ligando receptor o para 
la replicación del parásito.  
 
Figura 7. Proteínas del merozoíto. 
 
 
Se muestran los componentes celulares más importantes (polo apical, roptrias, micronemas, gránulos densos) y moléculas 
localizadas en estos orgánulos implicados en la invasión del merozoíto a los GRs. (Fuente: Tomado de Patarroyo, M. et 
al. 2008 (70)).  
 
La unión inicial de los Mrzs con los GRs (Figura 8A) esta mediada por la familia de proteínas de 
superficie del Mrz (MSP-1 hasta MSP-11, del inglés merozoite surface protein), algunas de ellas 
(MSP-1, MSP-2, MSP-4, MSP-5, MSP-8 y MSP-10) son ancladas a las membrana de la célula 
hospedera vía glicosilfosfatidilinositol (GPI) (136, 137). Estudios indican que MSP-1 es la principal 
proteína en la superficie del Mrz (138); ya que, además de mediar el contacto inicial del parásito con 
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el eritrocito (139), es esencial para la supervivencia del parásito, lo que hace de esta proteína un 
importante candidato vacunal (140).  
 
Por otro lado, la fuerte interacción entre el Mrz y el GR (Figura 8B), impulsada por el motor actina-
miosina del parásito, resulta en la deformación de la célula hospedera (71). Este proceso implica dos 
familias de proteínas de membrana tipo 1 en P. falciparum: los antígenos de unión a eritrocitos o 
Erythrocyte-binding antigen ( EBA-175, EBA-140, EBA-181 y EBL1) y los homólogos de unión a 
reticulocitos o reticulocyte-binding-like protein homolog (PfRh2a, PfRh2b y PfRh4) (141, 142). 
Estas ligandos se unen a receptores específicos que incluyen la glicoforina A, B, C y el receptor 1 
del complemento (CR1), lo que los hace funcionalmente importantes en P. falciparum (141).  
 
Luego de su liberación, los Mrzs se exponen a bajas concentraciones de iones potasio en el torrente 
sanguíneo, haciendo que aumenten los niveles de calcio citosólico a través de una vía mediada por 
fosfolipasa C, desencadenando la liberación de EBA-175, miembro de la familia EBL (143). La 
unión de EBA-175 a su receptor, la glicoforina A, desencadena la liberación de proteínas de las 
roptrias (141).  
 
Después de la deformación del GR, el Mrz se reorienta de manera que el extremo apical colinda con 
la membrana de los eritrocitos (Figura 8B-C). Esto implica la proteína PfRh5, un miembro atípico 
de la familia PfRh, ya que no es una proteína de membrana tipo 1 y forma un complejo con PfRipr 
(proteína que interacciona con Rh5) (144) y CyRPA (cysteine-rich protective antigen o antígeno 
protector rico en cisteína) (145). PfRh5 se une al receptor del huésped basigin, que es esencial para 
la invasión de Mrzs (146) La interacción del complejo PfRh5-basigin se asocia con un influjo de 
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Figura 8. Invasión del GR por el merozoíto. 
 
 
(A) Interacción inicial entre el Mrz y el GR, que puede involucrar a la MSP o directamente con EBA y proteínas PfRh. (B) 
que envuelve la membrana del GR alrededor del merozoíto de modo que se produce la reorientación, poniendo el extremo 
apical del merozoíto en contacto directo con la membrana del GR. (C) Esto está asociado con el movimiento del complejo 
RON en la membrana del huésped, donde se forma una unión fuerte que implica interacciones de ligando-receptor de alta 
afinidad entre AMA1 en la superficie de merozoíto y RON2 insertada en la membrana del GR. (D) Esta estrecha unión se 
mueve desde el polo apical al polo posterior impulsado por el motor actina-miosina del parásito. La capa superficial se 
desprende en la unión en movimiento por una serina proteasa (E) Esto es concurrente con la descarga de los componentes 
proteicos de las roptrias, que contribuyen a la formación de la vacuola parasitófora (VP) que encerrará el merozoíto, tras 
este sellado, se produce un período de equinocitosis debido a la pérdida de agua del citosol de los eritrocitos (148). (Fuente: 
Modificado de Cowman, A. et al. 2017 (148)) 
La unión irreversible del Mrz al GR se produce por la formación de una unión fuerte (en inglés: 
Tight junction) entre las proteínas: antígeno de membrana apical o AMA-1 (en inglés: Apical 
Membrane Antigen), que se encuentra en la superficie del Mrz y RON2, que forma parte del 
complejo cuello de las roptrias (en inglés: Rhoptry Neck) (Figura 8B), derivadas del parásito (149). 
 
El contenido de las roptrias, rico en lípidos, forma la membrana de la vacuola parasitófora a medida 
que el Mrz se impulsa hacia dentro del GR utilizando la fuerza generada por el motor actina-miosina 
del parásito (150). Después de la fase de invasión activa, se produce la fusión de membranas en el 
extremo posterior del Mrz para que este quede dentro del GR en la vacuola parasitófora (Figura 8D) 
(151). Posteriormente, continua un proceso llamado equinocitosis, que hace que los GRs 
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rápidamente se contraigan (Figura 8D-E), lo cual se debe a la afluencia de Ca2 + en el eritrocito 
durante la interacción del complejo PfRh5-basigin (71).  
 
Una vez que se establece la infección de GRs, se da inicio al estadio intraeritrocítico, donde el 
parásito, a través de división asexual, genera nuevas formas parasitarias, pasando por la etapa de 
anillo, trofozoíto y finalmente esquizontes (Figura 2B). En esta última, los GRs se rompen y liberan 
nuevos Mrzs con capacidad infectiva (6, 148).  
 Etapa de esporogonia: formación y maduración de esporozoitos de 
Plasmodium en el mosquito vector 
Una vez se rompe el esquizonte, los Mrzs tienen la posibilidad de tomar una ruta diferente a la de 
infectar nuevos GRs, ésta corresponde a la diferenciación a microgametos y macrogametos (gametos 
masculinos o femeninos, respectivamente) (Figura 2B) (6). Después de que un mosquito hembra 
Anopheles pica e ingiere sangre infectada, los gametos masculinos (microgameto) y femeninos 
inmaduros (macrogameto), que circulan en el torrente sanguíneo de un huésped vertebrado infectado, 
alcanzan el intestino del mosquito, donde el microgameto fertiliza al macrogameto, generando 
cigotos, cuya división da lugar a la formación de alargados oquinetos que atraviesan la pared del 
intestino medio del mosquito en el que se desarrollan como ooquistes; estos maduran y se rompen, 
liberando Spzs que se dirigen hacia las glándulas salivales del mosquito (6). La inoculación de los 
Spzs en otro huésped humano perpetúa el ciclo de vida del parásito (6).  
 Estudios pre-clínicos toxicológicos 
En el desarrollo de vacunas, los estudios preclínicos toxicológicos, son un requisito previo para la 
aprobación y desarrollo de estudios clínicos (152).  
 
Las orientaciones para el desarrollo de estos estudios se encuentran descritos en los documentos guía 
de: la Agencia Europea de Medicamentos (en inglés: European Medicines Agency, EMA o EMEA), 
la Administración de Alimentos y Medicamentos (en inglés: Food and Drug Administration, FDA) 
y la Organización Mundial de la Salud (OMS) (86, 152, 153).  
 
Estos estudios proporcionan información de seguridad acerca de los efectos adversos posibles que 
pueden generar la formulación en evaluación, ya sea en el sitio local de inoculación o en los 
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diferentes órganos y tejidos (152, 154). Algunos aspectos a considerar para el desarrollo de las 
pruebas preclínicas, son: la elección del género y número de especies animales y/o cepas apropiadas, 
el esquema de vacunación, el número de dosis y la ruta de administración de la vacuna (los cuales 
deben corresponder a la prevista para su uso en los ensayos clínicos en humanos), así como el tiempo 
de evaluación de los puntos finales como: determinación de anticuerpos, patología clínica y 
necropsia (152). 
  Estudios de toxicidad  
Dentro de los estudios de toxicidad se encuentran los ensayos de tolerancia local y sistémica a dosis 
única y por dosis repetidas (87, 88), los cuales tienen como objetivo evaluar las posibles reacciones 
que se pueden presentar en aquellos sitios (Tabla 1) u órganos que entran en contacto con el antígeno 
inoculado, mediante observación macroscópica y/o mediante histopatología, como resultado de la 
vía de administración (152). 
 
 
Tabla 1. Parámetros para la evaluación de reacciones locales en tejido. 
Reacción de la Piel  Valor 
Eritema y formación de escara   
No eritema 0 
Eritema muy leve (apenas perceptible) 1 
Eritema bien definido 2 
Eritema moderado a severo 3 
Eritema severo (Color rojo como la remolacha) a leve formación de escara 
(lesiones en profundidad) 
4 
Necrosis (muerte del tejido) +N 
Escara (desprendimiento o formación de costra) +E 
Formación de Edema   
No edema  0 
Edema muy leve (apenas perceptible) 1 
Edema leve (bordes del área bien definidos por elevación definitiva) 2 
Edema moderado (levantado aproximadamente 1 mm) 3 
Edema severo (levantado más de 1 mm y que se extiende más allá del área de 
exposición) 
4 
Puntaje total posible para la irritación primaria 8 
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Para el diseño de estos estudios es importante considerar los siguientes aspectos: 
 
3.3.1.1 Elección de las especies 
Se determina dependiendo la vía de administración prevista del producto y de los puntos finales a 
investigar. Se considera a nivel general, que la evaluación en una especie debería ser suficiente (87, 
153). 
 
3.3.1.2 Sexo y tamaño del grupo  
Normalmente, se debe usar un número igual de animales machos y hembras. El tamaño del grupo de 
tratamiento debe ser suficiente para permitir una interpretación científica significativa de los datos 
generados (87, 153).  
 
3.3.1.3 Frecuencia y duración de la administración  
Se determinan a partir de las condiciones de administración propuestas para uso clínico. Sin embargo, 
si la tolerancia local se evalúa en un estudio “independiente", el período de aplicación generalmente 
no debe exceder las dos semanas (87, 153).  
 
3.3.1.4 Reversibilidad  
Únicamente serán considerados grupos de animales adicionales para evaluar la reversibilidad, 
cuando se anticipa que habrá hallazgos que merecen una investigación en particular (87, 153).  
 
3.3.1.5 Elección de la dosis y vía de administración  
Para este parámetro, se debe tener en cuenta la anatomía y fisiología del sitio de aplicación en el 
modelo de prueba. Se debe probar la concentración más alta de sustancia activa en la formulación 
clínica a utilizar. La vía de administración en el modelo de prueba debe seleccionarse de acuerdo 
con la vía de administración prevista para los seres humanos (87, 153). 
 
3.3.1.6 Bienestar animal  
El bienestar de los animales es primordial al momento de realizar estos estudios, si se produce una 
intolerancia local y/o sistémica inesperada, el experimento debe terminarse en el momento en que se 
observen reacciones adversas graves (87, 153). 
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3.3.1.7 Los principios de las 3 R 
Los principios de las 3R (Reemplazo, Reducción y Refinamiento) se desarrollaron hace más de 50 
años, proporcionando un marco para realizar investigaciones en animales más humanas (Tabla 2) 
(156).  
 




La sustitución de animales, mediante el desarrollo y el uso de 
modelos y herramientas, basados en la ciencia y las tecnologías 
más recientes, para abordar importantes cuestiones científicas 
sin el uso de animales. 
Reducción 
Reducción en el número de animales utilizados por 
experimento. 
Refinamiento 
Cualquier disminución en el sufrimiento animal, además de 
mejorar el bienestar de los mismos.  
Adaptado de EMEA. 2014 (156). 
 
Otros criterios a tener en cuenta en estos estudios corresponden a los parámetros fisiológicos, tales 
como: peso, consumo de alimento y temperatura corporal de los animales antes y después de la 
administración de la vacuna, ya que estos son parámetros sensibles que indican el bienestar del 
animal para prevención de enfermedad (152). Así mismo, se deben tomar muestras de sangre pre-
inmunización, post-inmunización y sangría final para estudios de química sanguínea, hematología e 
inmunogenicidad; esta última debe evaluarse para confirmar la presencia de anticuerpos generados 
por la vacunación. Finalmente, se debe realizar una necropsia macroscópica completa, recolectar y 
preservar los tejidos en paraformaldehido al 10%, con el fin de examinar posibles lesiones a nivel 
sistémico (157, 158). 
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 Estructuras de proteínas inductoras de protección inmune 
(IMPIPS) 
En la FIDIC se han identificado ~300 secuencias peptídicas derivadas de las 50 proteínas más 
relevantes del Mrz y de las ~20 proteínas de Spz de P. falciparum que participan en el proceso de 
invasión a las células blanco (Hepatocitos y GRs), estas secuencias fueron denominadas cHABPs 
(conserved HABPs) (16, 17). Éstos cHABPs no son inmunogénicos por lo que se hace necesario 
modificarlos en sitios específicos, por aminoácidos de masa y volumen similar pero diferente 
polaridad, estos fueron denominados mHABPs (modified HABPs), los cuales ahora son capaces de 
inducir altos títulos de anticuerpos, en los estadios de Spz y Mrz (25, 29-31). La modificaciones 
deben tener en cuenta las características inmunogéneticas del hospedero y la estructura 
tridimensional de las secuencias peptídicas que permitan la interacción adecuada con moléculas del 
sistema inmune (MHC II y TCR) (75). Por otro lado, la FIDIC ha reportado que la inmunización 
individual de estos mHABPs, en monos Aotus, induce respuesta inmune totalmente protectiva, 
determinada por la ausencia total de parásitos en la sangre después del reto experimental (11, 77, 
159). Es así como estos mHABPS se definen ahora bajo el concepto de PfIMPIPS, es decir 
estructuras de proteínas inductoras de protección inmune (del inglés Plasmodium falciparum 
immune protection-inducing protein structure) (75, 82, 83). Los resultados obtenidos al inmunizar 
mezclas de IMPIPS son prometedores respecto a la inducción de inmunidad protectiva de larga 
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 Síntesis química de Pf-IMPIPS. 
Los péptidos IMPIPS fueron sintetizados en el grupo de síntesis química de la FIDIC (160), 
siguiendo la metodología denominada síntesis múltiple de péptidos en fase sólida y empleando la 
estrategia de síntesis ter-butiloxicarbonilo (t-Boc) (161, 162) (ver Anexo A y Anexo B). La pureza 
de los péptidos sintetizados fue determinada por cromatografía liquida de alta eficiencia en fase 
reversa a escala analítica, usando un cromatógrafo Merck-Hitachi L-6200 A (Merck) con detector 
UV-VIS L-4250 a longitud de onda de 210 nm. Posteriormente, se analizaron por espectrometría de 
masas MALDI-Tof (MatrixAssisted Laser Desorption of Ions Time of Flight) en el equipo 
(BrukerDaltonics) serie microflex MALDI-Tof. 
Para la polimerización y caracterización de los péptidos, se disolvió el péptido monomérico a una 
concentración de 6 mg/mL en agua destilada y desionizada, se ajustó la solución del péptido a pH 
de 7,4 con soluciones de hidróxido de sodio y/o ácido clorhídrico 0,5 M. Posteriormente, la solución 
se mantuvo en agitación constante en atmósfera de oxigeno (99,0%) hasta que el péptido se oxidó 
(cambió de coloración de amarillo a incoloro). El seguimiento de la reacción de oxidación se realizó 
con la prueba de Ellman para determinar grupos tiol libres (163). 
 
Finalizada la reacción de oxidación, cada uno de los péptidos poliméricos fue sometido a un proceso 
de diálisis, mediante el uso de una membrana Spectra/Por® (SpectrumLaboratories, Inc.) con un 
tamaño de poro de 1000 Da, a la cual se transfirió cuantitativamente la solución del péptido oxidado. 
Finalizado el proceso de diálisis, el péptido polimérico fue liofilizado y posteriormente caracterizado 
por espectrometría de masas MALDI-Tof. Los péptidos purificados se numeraron de acuerdo con el 
sistema de codificación secuencial de la FIDIC.  
Evaluación de la toxicidad e inmunogenicidad en modelo murino, de una mezcla de 
péptidos modificados (IMPIPS), candidata a vacuna contra malaria 
 42 
 
 Cuidado de los animales 
Desde el día de ingreso, se tomaron datos de temperatura corporal, peso y consumo de los 40 ratones 
BALB/c (20 machos y 20 hembras) de 3 a 4 semanas de edad, con el fin de monitorear su estado de 
salud (164).  
 
 Temperatura: La temperatura ambiente óptima para ratones es de 20 a 24 °C (las altas 
temperaturas podrían incrementar la supervivencia de microrganismos circulantes, lo que 
podría ser una amenaza para los animales).  
 
 Humedad y sonido: Los animales estuvieron en un ambiente ventilado, tranquilo y lejos 
del ruido excesivo con el fin de reducir el estrés y generar confort.  
 
 Nutrición: Los animales fueron alimentados Ad libitum (a voluntad) con Rodent Diet 5010 
(LabDiet) se registró el peso del alimento a suministrar a cada grupo de animales y del 
alimento que sobró después del consumo por los mismos.  
 Evaluación de tolerancia local por dosis única  
Esta prueba permite determinar posibles reacciones inflamatorias generadas en el (los) sitio (s) de 
inoculación de los diferentes tratamientos (85). Para este estudio se utilizaron 18 ratones BALB/c (9 
machos y 9 hembras) de 3 a 4 semanas de edad, de acuerdo a lo recomendado por la OMS (85), 
procedentes del Bioterio Central de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la 
Universidad Nacional de Colombia y siguiendo los protocolos establecidos por las autoridades 
reguladoras (85-87, 153). Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en 3 grupos, machos (M) 
y hembras (H), de 6 animales cada uno, siguiendo los principios de reducción y refinamiento (Tabla 
2), como se describe en la Tabla 3. 
 
Los animales, machos y hembras, fueron inmunizados vía subcutánea (SC) en la base de la cola con 
100 µL de la emulsión (30 µg/mL de mezcla de péptidos), según tratamiento (Tabla 3): 
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Tabla 3. Dosis única: inmunización de ratones según tratamiento  
 Tratamiento Tamaño de grupo 
Cantidad 
administrada 
Grupo 1 Solución salina (control) 3M+3H 100 µL 
Grupo 2 Solo mezcla de IMPIPS 3M+3H 100 µL 
Grupo 3 






Los animales de cada grupo inmunizado fueron observados dos veces al día para determinar cambios 
de comportamiento, signos de enfermedad o toxicidad. Por otro lado, se realizaron observaciones 
del sitio de inyección y de tejidos a su alrededor, evaluando la presencia de eritema, edema, escara 
y necrosis, a la 1, 3, 24, 48 y 72 h después de la inmunización (155). 
Los animales fueron sacrificados en el día 3, teniendo en cuenta lo estipulado por la Ley 84 de 1989 
(Estatuto nacional de protección de los animales) y la Asociación Americana Médica Veterinaria 
(AVMA) (158, 165), por el método físico de dislocación cervical. 
 Evaluación de tolerancia local y sistémica por inoculaciones 
repetidas. 
La toxicidad por dosis repetidas ocurre como resultado de la administración repetida de un producto, 
durante un período específico (85, 87, 157). Para evaluar las potenciales reacciones tóxicas 
producidas por inoculaciones repetidas, vía SC, de la mezcla de péptidos Pf-IMPIPS, 22 ratones 
BALB/c (11 machos y 11 hembras) de 3 a 4 semanas de edad, fueron distribuidos aleatoriamente en 
un grupo, machos (M) y hembras (H), de 6 animales y 2 grupos, machos (M) y hembras (H), de 8 
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Tabla 4. Dosis repetidas: inmunización de ratones según tratamiento 
 
 Tratamiento Tamaño de grupo 
Cantidad 
administrada 
Grupo 1 Solución salina (control) 3M+3H 100 µL 
Grupo 2 Solo mezcla de IMPIPS 4M+4H 100 µL 
Grupo 3 





*La primera inmunización se realizó con adyuvante de Freund completo y las posteriores con adyuvante de Freund 
incompleto, de acuerdo a lo establecido previamente. 
 
Se ha planteado que cuando se hagan ensayos clínicos, se administraran 3 dosis de la vacuna a los 
humanos participantes en estos estudios. Teniendo en cuenta que el número de dosis inoculadas en 
el modelo animal debe ser mayor o igual al número de dosis para ensayos clínicos (85), los animales 
fueron inoculados 4 veces como se describe a continuación (Figura 9): 
 
Figura 9. Esquema de inoculación para la evaluación de tolerancia local y toxicidad sistémica por 
dosis repetidas en ratones. 
 
 
Cada grupo fue inoculado vía SC, en la base de la cola, con 100 µL de la emulsión (30 µg/mL de 
mezcla de péptidos), según tratamiento (Tabla 4), en los días 0, 14, 28 y 42. Los sitios de inoculación 
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fueron examinados a 1, 3 y 24 h después de cada inyección y se evaluaron signos de eritema, edema, 
escara y necrosis.  
Los animales se inspeccionaron 2 veces al día para evidenciar alguna reacción adversa a la inyección 
o presencia de enfermedad y se realizó un examen físico semanal para monitorear el estado de salud 
general de cada animal. Así mismo, se monitoreó el peso del animal y el consumo de alimentos una 
semana antes del tratamiento (día -7), en los días 0, 3 y 7, y cada semana a partir del día 7. De acuerdo 
a lo descrito por las autoridades reglamentarias en lo que respecta al bienestar del animal (87, 170), 
se les tomó la temperatura corporal con un termómetro infrarrojo (BENETECH GM320), apuntando 
el haz de luz a 2 cm de distancia, en 5 diferentes sitios del abdomen de los ratones, antes y después 
de cada inmunización (0, 4 y 24 h) (166).  
 
Antes del tratamiento y en los días 1, 3, 40, 43, 45 y 70 posteriores a la primera inoculación, se 
tomaron muestras de sangre extraída de la vena submandibular, las cuales se almacenaron en tubos 
de 1,5 ml que contenian EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) al 1%, como anticoagulante. Estas 
muestras fueron usadas para evaluar los parámetros de química sanguínea: nitrógeno ureico en 
sangre (BUN), creatinina (CRE) y hematología: hematocrito (HTO), recuento de glóbulos rojos 
(RGR), recuento de gl óbulos blancos (RGB) y proteínas plasmáticas totales (PPT) (167). 
 
Finalmente, en el día 70 todos los animales fueron sacrificados por el método físico dislocación 
cervical (158).  Después de la eutanasia, se realizó la necropsia, disección post mortem de los cuerpos, 
con el fin de observar y diseccionar los órganos, recolectar tejidos y determinar si hubo daños a nivel 
sistémico (168). Brevemente, los animales fueron sometidos a un examen macroscópico detallado 
antes de su disección. Después de la disección, los órganos (riñón, corazón, duodeno, bazo e hígado) 
se conservaron en formaldehído al 10%. Posteriormente, las muestras de tejido (de cada uno de los 
órganos extraídos) fueron procesadas y embebidas en parafina, estas fueron llevadas al laboratorio 
de patología de la U.D.C.A, donde se realizaron cortes finos de 4-5 µm y tinción con hematoxilina-
eosina para examen microscópico (169).  
 Inactivación de los sueros de ratones  
Los sueros de los ratones (pre- inmunes y post-inmunes) fueron inactivados por calor para ser 
utilizados en los ensayos de inmunogenicidad (IFI, ELISA e inhibición de la invasión); con el fin de 
que las proteínas del complemento no interfirieran con la respuesta inmunitaria (170). Brevemente, 
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los sueros de los ratones (pre y post inmune) se pusieron en baño serológico a 56°C durante 20 min, 
luego se transfirieron a una cubeta de hielo para enfriar y continuar con el procedimiento(171).  
 Ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFI) 
La capacidad de los anticuerpos generados en los ratones por la mezcla de péptidos IMPIPS (Anti-
IMPIPS) para reconocer proteínas del parásito en su forma nativa, fue evaluado por el ensayo de 
inmunofluorescencia indirecta (IFI), de acuerdo a la metodología previamente reportada (172), como 
sigue:  
A partir del cultivo continuo de la cepa FCB2 de Plasmodium falciparum, sincronizado con sorbitol 
al 5%, se tomaron parásitos en estadio de esquizontes maduros con una parasitemia del 5 al 7%. Se 
lavaron tres veces con PBS filtrado (pH 7.2 a 7.4), centrifugando a 1200 gravedades durante 5 min. 
Se resuspendió el pellet en PBS filtrado hasta una dilución final del 1%, se dispensaron 20μL/pozo 
de esta suspensión en láminas de 8 pozos, se dejó sedimentar y se recogió el sobrenadante con ayuda 
de una pipeta pasteur, las láminas se dejaron secar a TA.  
Posteriormente, las láminas fueron bloqueadas con 30 μL/pozo de PBS-leche descremada al 1% 
durante 10 min a TA, se lavaron con PBS en piscina (pH 7.2 a 7.4) una vez por 5 min y se dejaron 
secar a TA. A continuación, se prepararon diluciones 1:20 en PBS de los sueros de los ratones de 
cada grupo y se adicionaron 2.5 μL/pozo de la dilución por duplicado. Las láminas se incubaron en 
cámara húmeda por 30 min, se lavaron con PBS en piscina (pH 7.2 a 7.4) seis veces por 5 min y se 
dejaron secar. En seguida se agregó 10 μL/pozo de suero conjugado anti-ratón marcado con 
fluoresceína (Vector Laboratories, Inc.) a una dilución de 1:20 en PBS y 4 μL/pozo de azul de Evans 
1:80 (para reducir fondos y aumentar el contraste en la lectura), se incubaron en cámara húmeda y 
en oscuridad durante 30 min, se lavaron y dejaron secar. Finalmente, se agregó una gota de glicerol 
(50% en solución salina) sobre la lámina y en seguida se puso la laminilla. Posteriormente, se 
observó en el microscopio de fluorescencia (Olympus B51) con el objetivo de inmersión (100X) 
(172).  
  Determinación de la respuesta inmune humoral  
Para determinar la capacidad de los Pf-IMPIPS de inducir respuesta inmune en el modelo murino, 
se realizó el ensayo de inmunoabsorción ligado a enzima (ELISA), de acuerdo a la metodología 
previamente reportada (173), como sigue: placas de ELISA de 96 pozos fueron recubiertas con 100 
μL/pozo de la mezcla de Pf-IMPIPS y de los péptidos individuales (10 µg/mL en PBS-1X), se 
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incubaron por 1 h a 37ºC y a 4ºC durante la noche y de nuevo a 37 °C durante 1 h; posteriormente 
se lavó tres veces y se bloqueó con 200 µL de una solución de leche descremada al 5% en PBS al 
0,05% de Tween-20 a 37°C durante 1 h. Luego de lavar, se añadieron 100 μL/pozo de los sueros de 
los ratones en una dilución 1:50 y se incubó a 37ºC durante 2h. Se utilizó IgG anti-ratón acoplado a 
peroxidasa (Vector Laboratories, Inc.), como anticuerpo secundario, a una dilución de 1: 5000 en 
solución de bloqueo y se reveló la inmunorreactividad utilizando 100 µL/pozo del sustrato para 
peroxidasa 3,3’,5,5’-Tetrametilbencidina-TMB- (T0440 Sigma), se incubo a TA durante 15 min 
(174). Finalmente, la densidad óptica (OD) fue medida en un lector Multiskan GO (Thermo 
Scientific) (Japón) con un filtro de 450 nm. Los resultados fueron reportados como índice de 
reactividad (IR), empleando la siguiente fórmula (175, 176):  
 
𝐈𝐑 =
promedio de absorbancias de las muestras 
promedio de absorbancias de los controles no expuestos +  3 veces SD 
 
 
Los valores IR > 1 fueron considerados positivos.  
 Ensayo de inhibición de la invasión 
Se determinó la capacidad que tienen los sueros de los ratones que fueron inmunizados con la mezcla 
de péptidos IMPIPS, de inhibir la invasión de eritrocitos por Mrzs. Se utilizó el cultivo de parásito 
de la cepa P. falciparum FCB-2, sincronizado previamente con sorbitol al 5%, en estadio de anillo, 
1-8h post-invasión (177). Posteriormente, se incubaron placas de 384 pocillos (171) con 1,7 µL/pozo 
del cultivo del parásito (2 % de hematocrito y 0.1% de parasitemia) con 10 µL/pozo de los sueros de 
ratones (pre-inmunes y post-inmunes), previamente inactivados, en concentraciones (%v/v) de 20%, 
10%, 5% y 2.5%. El volumen final de cada pozo fue de 50 µL que se completó con medio RPMI 
1640, cada muestra fue analizada por duplicado y el ensayo se realizó 2 veces. La placa se incubó a 
37°C durante 48 h en atmosfera de 5% de O2, 5% de CO2 y 90% de N2. Como controles positivos de 
la invasión fueron utilizados: GRs parasitados y los sueros de los ratones control (día 0). Como 
controles negativos de la invasión fueron utilizados: GRs de humano sano y cloroquina [150nM]. 
Como control de cultivo se utilizó el cultivo del parasito suplementado con plasma de humano sano.  
 
Después de 48h de incubación, la placa se centrifugo a 1800 rpm y los sobrenadantes de cultivo 
fueron removidos; posteriormente, las células se marcaron mediante incubación adicional con 50μL 
de SYBR Green 1X (1:10.000) (Invitrogen) durante 30 min en oscuridad. Las suspensiones celulares 
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se lavaron tres veces con PBS (Phosphate Buffered Saline) y fueron analizadas en el citómetro de 
flujo BD FacsCantoTMII, equipado con el software BD FACSDiva, los datos fueron analizados 
usando FlowJo 7.5 (Tree Star, Inc.) (178). 
 Análisis estadístico 
Los datos obtenidos en cada grupo de animales (parámetros fisiológicos, hematológicos y 
bioquímicos) fueron analizados estadísticamente utilizando el software GraphPad Prism 7; a través 
de los valores mínimo y máximo obtenidos, la media y desviación estándar.  
Para comparar los grupos de animales (parámetros fisiológicos, hematológicos y bioquímicos), 
según tratamiento, se realizó la prueba de normalidad con Shapiro- Wilk, a partir de estos resultados, 
los datos normales fueron analizados por la prueba de ANOVA; mientras que los datos no normales, 
fueron analizados por la prueba de comparaciones múltiples de Tukey o Kruskal Wallis y la prueba 
de comparaciones múltiples de Dunns. Se determinó la precisión de los datos en un 95% y en todos 
los casos, las diferencias se consideraron estadísticamente significativas para un valor p <0,05. 
El análisis estadístico de los resultados histopatológicos fue realizado por regresión lineal, aplicando 
el test Chi-cuadrado de Pearson, mediante el software STATA, con el fin de determinar si la mezcla 
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 Tolerancia local a dosis única en ratones 
Para determinar las posibles reacciones locales causadas por la inoculación de la mezcla de péptidos 
IMPIPS, se evaluó la presencia de eritema, edema, escara o necrosis en el sitio de inoculación, de 
acuerdo a los parámetros de evaluación para tolerancia local propuestos por Cox, S. 2008 (155) 
(Tabla 1). En este ensayo no se presentaron muertes asociadas al tratamiento en ninguno de los 
grupos de estudio. Adicionalmente, ninguno de los animales, tanto machos como hembras, de los 
diferentes grupos tratados y evaluados a la(s) 1, 3, 24, 48 y 72 h post-inmunización, presentó 
reacciones adversas en el sitio de inoculación, en comparación con el grupo control (no inmunizado). 
 
 Tolerancia local y sistémica por dosis repetidas en ratones 
Al evaluar la toxicidad local por inoculaciones repetidas de la mezcla IMPIPS, durante el desarrollo 
de este estudio, no se presentaron muertes asociadas a las diferentes inmunizaciones en ninguno de 
los grupos de animales. Del mismo modo, no se observaron reacciones adversas a nivel local (post-
inmunización) como eritema, edema, escara o necrosis en el sitio de inoculación de ninguno de los 
grupos inmunizados.  
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 Parámetros Fisiológicos  
Con el fin de monitorear el estado de salud de los animales, se tomaron datos referentes al peso, el 




Al realizar la prueba de normalidad con el Test de Shapiro–Wilk, los valores de peso en machos 
(Tabla 5) y hembras (Tabla 6) mostraron una distribución normal.  
 
Tabla 5. Análisis estadístico de los datos de peso de los machos, por grupos de tratamiento. 
 
*Los valores corresponden al conjunto de pesos de los machos según grupo de tratamiento (Anexo C). ns= no significativo. 
 
Tabla 6. Análisis estadístico de los datos de peso de las hembras, por grupos de tratamiento.  
 
*Los valores corresponden al conjunto de pesos de las hembras según grupo de tratamiento (Anexo D). ns= no significativo. 
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La ganancia de peso promedio, según las medias de cada grupo experimental y la desviación estándar 
(media ± SD) obtenidas para cada tratamiento, fue el siguiente: para los machos (Tabla 5) 
inmunizados con el control 25,32 ± 2,56g, IMPIPS 25,04 ± 3,06g e IMPIPS + adyuvante 23,34 
±3,38g. Para las hembras (Tabla 6) fue de: las hembras inmunizadas con el control 19,70 ± 1,99g, 
IMPIPS 19,23 ± 2,39g e IMPIPS + adyuvante 19,38 ± 3,01. 
Figura 10. Peso corporal de los ratones pre y post- inmunización. 
 
Se muestra la ganancia en peso (g) de los animales desde el día 0 hasta la semana 10 de tratamiento. A. Machos. B. Hembras. 
No se presentaron diferencias significativas p > 0,05 en ninguno de los grupos de estudio respecto al grupo control. Las 
líneas punteadas horizontales indican los valores de referencia tomados de (179).  
 
En el análisis estadístico con ANOVA de dos vías, no se evidenciaron diferencias significativas en 
el grupo de los machos ni de las hembras durante los 56 días posteriores a la inoculación (p > 0,05) 
(Figura 10A-B).  
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5.2.1.2 Consumo de alimento 
 
Los animales de cada uno de los grupos de estudio fueron alimentados Ad libitum con Rodent Diet 
5010 (LabDiet). Tanto machos como hembras, consumieron entre 21-35 g de alimento por semana 
(Figura 11A-B). 
 
Figura 11. Consumo semanal de Rodent Diet 5010® pre y post- inmunización (semana 2). 
 
Se muestra el consumo de alimento de los animales durante el estudio, según grupo de tratamiento y sexo. A. Machos. B. 
Hembras. No se presentaron diferencias significativas p > 0,05 en ninguno de los grupos de estudio respecto al grupo 
control. Las líneas punteadas horizontales indican los valores de referencia tomados de (179). 
 
El consumo promedio semanal de los ratones (machos y hembras) durante el tratamiento con base 
en los resultados de la media ± SD fueron los siguientes: para los machos inmunizados con el control 
30,69 ±1,43g, IMPIPS 30,2 ±1,25g e IMPIPS + adyuvante 30,97±2,99g (Tabla 7). Para las hembras 
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inmunizadas con el control 24,05 ±1,25g, IMPIPS 24,88 ±1,20g e IMPIPS + adyuvante 25,27 ±1.72g 
(Tabla 8). 
 
El ANOVA de doble vía mostró, que no se presentó significancia estadística (p > 0,05) en ninguno 
de los grupos tratados respecto al control (Figura 11A-B). 
 
Tabla 7. Análisis estadístico de los datos de consumo de alimento de los machos, por grupos de 
tratamiento. 
 
*Los valores corresponden al conjunto de datos del consumo semanal de alimento de los machos según grupo de 
tratamiento (Anexo E). ns= no significativo. 
 
Tabla 8. Análisis estadístico de los datos de consumo de alimento de las hembras, por grupos de 
tratamiento. 
 
*Los valores corresponden al conjunto datos del consumo semanal de alimento de las hembras según grupo de tratamiento 
(Anexo F). ns= no significativo.  
Evaluación de la toxicidad e inmunogenicidad en modelo murino, de una mezcla de 









5.2.1.3 Temperatura  
 
Con el fin de evaluar si los animales inmunizados presentaron cuadros febriles, se midió la 
temperatura corporal de cada uno, según grupo de tratamiento, a las 0 (pre-inmunización), 4 y 24 h 
(post-inmunización).  
La temperatura promedio de los animales, según inmunización, fue la siguiente (media ± SD): los 
machos del grupo Control 31,39 ±0,44°C, IMPIPS 31,44 ±0,58°C e IMPIPS + adyuvante 31,55 
±0,81°C (Tabla 9). Las hembras del grupo Control 32,40 ±0,74°C, IMPIPS 32,49 ±0,82°C e IMPIPS 
+ adyuvante 32,39 ±1,19°C (Tabla 10).  
 
Tabla 9. Análisis estadístico de los datos de temperatura de los machos, por grupos de tratamiento. 
 
*Los valores corresponden al conjunto de datos de temperatura los machos según grupo de tratamiento (Anexo G). ns= no 
significativo. 
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Tabla 10. Análisis estadístico de los datos de temperatura de las hembras, por grupos de 
tratamiento. 
 
*Los valores corresponden al conjunto datos de temperatura de las hembras según grupo de tratamiento (Anexo H). ns= 
no significativo. 
 Durante el estudio, la temperatura en los machos estuvo entre 31,39 – 31,62°C y en las hembras 
estuvo dentro del rango de 32,36 – 32,49 °C. El análisis estadístico, ANOVA de doble vía, mostró 
que no se presentaron diferencias significativas (p > 0.05) en machos (Figura 12A) y hembras (Figura 
12B), de los grupos experimentales del estudio.  
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Figura 12. Temperatura (ºC) de los animales pre y post- inmunización. 
 
Se muestra la Temperatura (ºC) en los intervalos de 0, 4 y 24 h, según grupo de estudio y sexo. A. Machos. B. Hembras. 
No se presentaron diferencias significativas p > 0,05 en ninguno de los grupos de estudio respecto a su control. Las líneas 
punteadas horizontales indican los valores de referencia tomados de (166). 
 
 Química sanguínea  
 
La evaluación de la función renal se determinó mediante la medición de nitrógeno ureico sanguíneo 
(BUN) y la creatinina (CRE). Este análisis se realizó con las 7 muestras de sangre extraídas de los 
ratones en los días 0 (pre-inmunización), 1, 3, 40, 43 45 y 70 (post-inmunización). 
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Al realizar la prueba de normalidad Shapiro- Wilk, los valores plasmáticos de BUN (Tabla 11) y de 
CRE (Tabla 12), de machos como de hembras, mostraron distribución normal.  
 
Tabla 11. Prueba de normalidad Shapiro-Wilk para los valores de BUN de machos y hembras, 
según grupo de tratamiento.  
 
*Los valores corresponden al conjunto datos de BUN, machos y hembras, según grupo de tratamiento. 
 
Tabla 12. Prueba de normalidad Shapiro-Wilk para los valores de CRE de machos y hembras, 
según grupo de tratamiento.  
 
*Los valores corresponden al conjunto datos de CRE, machos y hembras, según grupo de tratamiento. 
El análisis de ANOVA mostró, que no hubo diferencias estadísticamente significativas entre los 
diferentes tratamientos cuando se realizó la comparación de los valores entre los grupos; así como 
cuando se compararon los valores del grupo control (solución salina) con los demás grupos de 
estudio (p > 0,05) (Figura 13). Los valores de referencia para el análisis de cada parámetro 
bioquímico fueron determinados a partir de la media de los controles +/- la desviación estándar 
(Tabla 13).  
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Figura 13. Medias de los parámetros bioquímicos: Nitrógeno ureico sanguíneo (BUN) y Creatinina 
(CRE). 
 
Se muestran los valores sanguíneos de Nitrógeno ureico sanguíneo (BUN) y Creatinina (CRE) en Machos (A y B, 
respectivamente) y Hembras (C y D, respectivamente), según tiempo y grupo inmunizado. Las líneas punteadas 
horizontales indican los valores de referencia (Tabla 13). 
 
Tabla 13. Valores de referencia para niveles séricos de Nitrógeno Ureico Sanguíneo (BUN) y 
Creatinina (CRE).  




Valores de referencia 
(mg/dl) 
BUN 
Machos 31,09 8,02 19,80 40,23 
Hembras 28,05 7,49 16,00 36,73 
CRE 
Machos 0,80 0,48 0,10 1,46 
Hembras 0,91 0,53 0,10 1,80 
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 Cuadro hemático 
En el cuadro hemático se evaluaron parámetros relacionados con la serie eritrocítica (recuento 
eritrocitos, hematocrito, hemoglobina), proteínas plasmáticas totales (PPT) y la serie leucocitaria 
(recuento leucocitos, recuento diferencia de leucocitos), con el fin de determinar posibles infecciones 
causadas por la formulación en estudio. Los valores de referencia para el análisis de cada parámetro 
bioquímico fueron determinados a partir de los valores mínimos y máximos del grupo control (Tabla 
14).  
 
Tabla 14. Valores de referencia para hematocrito (HTO), proteínas plasmáticas totales (PPT 
recuento de glóbulos rojos (RGR) y recuento glóbulos blancos (RGB).  
Parámetro  Genero  Media DS Valores de referencia  
HTO 
Machos 41,71 12,25 18,00 52,33 
Hembras 40,90 12,42 16,33 51,33 
PPT 
Machos 6,94 2,53 5,00 12,00 
Hembras 6,07 2,40 4,13 10,96 
RGR 
Machos 6,92 2,01 3,00 8,61 
Hembras 6,81 2,07 2,70 8,55 
RGB 
Machos 7,54 1,30 5,13 9,10 
Hembras 7,64 1,42 4,80 8,83 
 
En relación con la seria eritrocítica, no se observaron diferencias estadísticamente significativas en 
el HTO (Figura 14A y C) y el RGR (Figura 15A y C) (p > 0,05), de los ratones tratados con la mezcla 
de péptidos IMPIPS y los tratados con la mezcla de péptidos IMPIPS + adyuvante, respecto al grupo 
control. Únicamente en el día 45 se evidenció una disminución en los valores de HTO y un aumento 
en los valores de PPT (Figura 14B y D), sin significancia estadística.  
 
Para el caso de la serie leucocitaria (RGB), independiente del género, no se observaron diferencias 
estadísticamente significativas entre los individuos ni entre los grupos tratados con la mezcla de 
péptidos IMPIPS y los tratados con la mezcla IMPIPS + adyuvante, respecto a su control, en los 
diferentes momentos del estudio (p > 0,05) (Figura 15B y D). Así mismo, los recuentos de linfocitos, 
monocitos, eosinófilos y neutrófilos se encontraron entre los parámetros normales y no se alejaron 
de la media más la desviación estándar de los recuentos obtenidos en el día 0. 
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Figura 14. Medias de los valores de hematocrito (HTO) y proteínas plasmáticas totales (PPT). 
 
Se muestran los valores de HTO y PPT en Machos (A y B, respectivamente) y Hembras (C y D, respectivamente), según 
tiempo y grupo inmunizado. Las líneas punteadas horizontales indican los valores de referencia. Los valores de referencia 
para el análisis de cada parámetro bioquímico fueron determinados a partir de los valores mínimos y máximos del grupo 
control (Tabla 14). 
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Figura 15. Medias de los parámetros hematológicos: Recuento de Glóbulos Rojos (RGR) y 
Recuento de Glóbulos Blancos (RGB). 
 
Se muestran los valores medios RGR y RGB en Machos (A y B, respectivamente) y Hembras (C y D, respectivamente), 
según tiempo y grupo inmunizado. Las líneas punteadas horizontales indican los valores de referencia. Los valores de 
referencia para el análisis de cada parámetro bioquímico fueron determinados a partir de los valores mínimos y máximos 
del grupo control (Tabla 14). 
 
 Histopatología 
Se llevaron a cabo estudios histopatológicos, con el fin de determinar posibles alteraciones en los 
tejidos del miocardio, riñón, hígado, mesenterio y bazo de los ratones, machos y hembras, de todos 
los grupos estudiados (control, IMPIPS e IMPIPS + adyuvante). Cada corte histológico de la sección 
del órgano, fue observada bajo un microscopio de luz Nikon (Japón) a 100 X para tejido linfoide y 
400 X para miocardio, riñón, hígado y mesenterio.  
 
A nivel de miocardio, se observaron cambios microcirculatorios relacionados con congestión 
vascular leve y moderada en el 25% de las hembras del grupo IMPIPS + adyuvante; los machos no 
Evaluación de la toxicidad e inmunogenicidad en modelo murino, de una mezcla de 
péptidos modificados (IMPIPS), candidata a vacuna contra malaria 
 62 
 
presentaron cambios microcirculatorios relacionados con congestión; estos cambios no fueron 
significativos al comparar los grupos inmunizados con el control (Anexo I). Ninguno de los grupos 
inmunizados evidenció cambios microcirculatorios como edema y hemorragia, como tampoco 
infiltrado inflamatorio, cambios arquitectónicos ni binucleaciones.  
 
En Riñón, el 66.66% de las hembras del grupo control presentó congestión leve, el 50% de las 
hembras del grupo IMPIPS presentó congestión leve y el 25% de las hembras del grupo IMPIPS 
+ adyuvante presentó congestión leve y moderada. De los machos, solo el 25% del grupo IMPIPS 
+ adyuvante presentó congestión leve. No se presentaron cambios microcirculatorios como 
edema y hemorragia, infiltrado inflamatorio, cambios arquitectónicos ni binucleaciones, en 
ninguno de los grupos de estudio (machos y hembras).  
En el corte histológico de riñón se muestran los cambios microcirculatorios a nivel de congestión 
(leve) observados en un ratón del grupo inmunizado con IMPIPS + adyuvante (Figura 16B).  
 
Figura 16. Corte histológico en riñón de ratón teñidos con hematoxilina-eosina. 
 
A. Histología de riñón, normal de ratón tratado con solución salina (400X); B. El riñón de un ratón del grupo tratado con 
IMPIPS + adyuvante muestra cambios microcirculatorios a nivel de congestión leve (flecha) (400X). 
 
En el hígado, se presentaron cambios microcirculatorios como congestión en machos y hembras 
del grupo control (Tabla 15); el 75% de machos y todas las hembras del grupo IMPIPS mostraron 
el mismo comportamiento; así mismo, los machos (100%) y el 75% de hembras inmunizados 
con IMPIPS + adyuvante. Por otra parte, no se presentaron cambios microcirculatorios como 
edema y hemorragias en ninguno de los grupos inmunizados. 
Por otro lado, se presentó infiltrado inflamatorio mononuclear (MN) leve en el 33.33% de 
hembras del grupo control (Tabla 16), de igual modo el 50% de hembras del grupo inmunizado 
con IMPIPS como el 75% de machos y el 50% de hembras del grupo IMPIPS + adyuvante 
presentaron esta patología. Además, el 25% de hembras del grupo inmunizado con la mezcla de 
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péptidos IMPIPS + adyuvante presentó infiltrado inflamatorio MN moderado. Por el contrario, 
no se presentó infiltrado inflamatorio polimorfonuclear ni mixto en ninguno de los animales 
estudiados.  
 
Tabla 15. Cambios microcirculatorios en hígado de cada uno de los ratones, según grupo de 
tratamiento, clasificados en ninguno, leve, moderado y severo. 
 
 
Tabla 16. Infiltrado inflamatorio en hígado de cada uno de los ratones, según grupo de tratamiento, 
clasificados en ninguno, leve, moderado y severo. 
 
*PMN: Polimorfonuclares  
**MN: Mononucleares  
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En la Tabla 17, se muestra los cambios arquitectónicos que se presentaron en hígado, como 
degeneración hidrópica leve en 2/3 de machos y hembras del grupo control, 1/3 de machos del 
mismo grupo presentó degeneración hidrópica moderada; 1/4 de machos y 3/4 de hembras del 
grupo IMPIPS presentaron degeneración hidrópica leve y 2/4 de machos y 1/4 de hembras del 
mismo grupo mostraron degeneración hidrópica moderada. 
 
Del grupo IMPIPS + adyuvante, 1/4 de machos y 3/4 de hembras presentaron hiperplasia 
hidrópica leve, además 3/4 de machos y 1/4 de hembras del mismo grupo presentaron 
degeneración hidrópica moderada. No se presentaron cambios arquitectónicos como hiperplasia 
nodular en ninguno de los animales tratados.  
 
 
Tabla 17. Cambios arquitectónicos en hígado de cada uno de los ratones, según grupo de tratamiento, 
clasificados en ninguno, leve, moderado y severo. 
 
En la Figura 17B, se muestra la degeneración hidrópica presente en hígado de un ratón del grupo 
inmunizado con la mezcla de péptidos IMPIPS + adyuvante.  
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Figura 17. Corte histológico en hígado de ratón teñidos con hematoxilina-eosina. 
 
A. Histología normal de hepatocito con citoplasma completo (punta de flecha), así como núcleo intacto (fecha negra) y 
vena central (flecha roja) de ratón tratado con solución salina (400X); B. Hepatocitos con degeneración hidrópica (flechas 
negras) de ratón tratado con IMPIPS + adyuvante (400X). 
 
En la Tabla 18 se muestra que el 100% de los machos y el 33.33% de las hembras del grupo 
control presentaron binucleaciones en el hígado de tipo moderado y leve, respectivamente. Del 
grupo inmunizado con IMPIPS, el 75% de machos y el 25% de hembras presentaron 
binucleaciones de tipo moderado; asimismo, un 25% de machos, del grupo IMPIPS + adyuvante, 
presentaron binucleaciones de tipo leve y un 75% de machos del mismo grupo presentaron 
binucleaciones de tipo moderado.  
 
Tabla 18. Binucleaciones en hígado de cada uno de los ratones, según grupo de tratamiento, 
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En el mesenterio, no se observó infiltrado inflamatorio en el grupo control (Figura 18A) e 
IMPIPS (Tabla 19). Sin embargo, el 25 % de los machos del grupo IMPIPS + adyuvante 
presentaron infiltrado inflamatorio mixto leve y un 25% de los machos y hembras del mismo 
grupo presentaron infiltrado inflamatorio mixto moderado (Figura 18B).  
 
En ninguno de los animales de los grupos estudiados se presentaron cambios microcirculatorios, 
cambios arquitectónicos ni binucleaciones. 
 
Tabla 19. Infiltrado inflamatorio en mesenterio de cada uno de los ratones, según grupo de 
tratamiento, clasificados en ninguno, leve, moderado y severo. 
 
 
*PMN: Polimorfonuclares   
**MN: Mononucleares  
 
Figura 18. Corte histológico en mesenterio de ratón teñidos con hematoxilina-eosina. 
 
A. Histología de mesenterio normal de ratón tratado con solución salina (400X); B. Mesenterio con infiltrado inflamatorio 
mixto (flechas) de ratón tratado con IMPIPS + adyuvante (400X). 
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De forma similar, en ningún animal de los grupos (control, IMPIPS e IMPIPS + adyuvante) 
presentaron cambios microcirculatorios, infiltrado inflamatorio ni binucleaciones (datos no 
mostrados) en el tejido linfático; por el contrario, se presentaron cambios arquitectónicos (Tabla 
20) como hiperplasia nodular leve en dos machos del grupo control; así mismo, un macho y una 
hembra, del grupo tratado con IMPIPS, presentaron hiperplasia nodular leve y dos machos y una 
hembra del mismo grupo presentaron hiperplasia nodular moderada. Por último, un macho y dos 
hembras del grupo tratado con IMPIPS + adyuvante presentaron hiperplasia nodular leve y tres 
machos y dos hembras del mismo grupo presentaron hiperplasia nodular moderada (Figura 19B).  
 
Tabla 20. Cambios arquitectónicos en tejido linfoide de cada uno de los ratones, según grupo de 
tratamiento, clasificados en ninguno, leve, moderado y severo. 
 
 
Figura 19. Corte histológico en tejido linfoide de ratón teñidos con hematoxilina-eosina. 
 
A. Histología de tejido linfoide normal de ratón tratado con solución salina (100X); B. Tejido linfoide de ratón tratado con 
IMPIPS + adyuvante con hiperplasia nodular (flecha) (100X). 
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 Capacidad de los sueros anti-IMPIPS para reconocer GRs 
infectados con P. falciparum, por IF indirecta. 
Para determinar la capacidad de los sueros anti-IMPIPS de reconocer GR infectados con P. 
falciparum, se realizó el ensayo de inmunofluorescencia indirecta. Los sueros de ratones hembras 
inmunizadas con IMPIPS+ adyuvante (Figura 20D), sueros de ratones machos inmunizados con 
IMPIPS+ adyuvante (Figura 20F) y sueros de ratones machos inmunizados con IMPIPS (Figura 20F) 
reconocieron GRs infectados con P. falciparum de la cepa FCB2 en estadio de esquizonte maduro 
(fluorescencia verde). Los sueros pre-inmunes de hembras inmunizadas con IMPIPS+ adyuvante, 
machos inmunizados con IMPIPS+ adyuvante y machos inmunizados con IMPIPS no mostraron 
fluorescencia (Figura 20C, E y G, respectivamente). Los sueros de ratones infectados con P. bergei 
mostraron el mismo patrón de inmunofluorescencia (Figura 20B) en comparación con el control 
negativo (Figura 20A).  
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Figura 20. Ensayo de inmunofluorescencia con anticuerpos de ratones anti-IMPIPS en eritrocitos 
infectados con Plasmodium falciparum, Cepa FCB2. 
 
A. PBS (control negativo), B. Suero de ratón infectado con P. berghei (Control positivo), C. Suero pre-inmune del grupo 
hembras IMPIPS+ adyuvante, D. Suero post-inmune del grupo hembras IMPIPS+ adyuvante, E. Suero pre-inmune del 
grupo machos IMPIPS+ adyuvante, F. Suero post-inmune del grupo machos IMPIPS+ adyuvante, G. Suero pre-inmune 
del grupo machos IMPIPS, H. Suero post-inmune del grupo machos IMPIPS. Cada estudio se realizó por duplicado, los 
sueros de los ratones y el IgG anti- ratón fluoresceína (fluorescencia verde) se usaron a una dilución 1: 20. Las muestras 
fueron analizadas en el microscopio de fluorescencia (Olympus B51) con objetivo de inmersión (100X).  
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 Determinación de IgG en sueros de ratones por ensayo 
inmunoabsorbente ligado a una enzima (ELISA) 
La capacidad de la mezcla de péptidos IMPIPS para estimular la respuesta inmune humoral, se 
determinó mediante la producción de inmunoglobulina G (IgG), por medio del ensayo 
inmunoabsorbente ligado a una enzima (ELISA), con los sueros obtenidos de los ratones 
inmunizados con la mezcla IMPIPS e IMPIPS+ adyuvante, en machos y hembras (Figura 21A-B).  
 
Los sueros del grupo de ratones, machos y hembras, inmunizados con IMPIPS + adyuvante 
presentaron un aumento en el nivel de IgG, después de la primera inmunización (Post-I d1 y d3), 
con respecto a los sueros pre-inmunes (Pre-I d0). Los resultados del IR, en machos y hembras, no 
muestran cambios significativos entre los grupos de estudio (p > 0,05). Por otro lado, se observa que 
a los 12 días después de la tercera inmunización (Post-I3 d40) se presentó una diminución en los 
niveles de IgG en todos los grupos tratados, tanto en machos como en hembras (Figura 21AB). En 
el día 43 (d43) y 70 (d70) se observó un incremento de IgG post-cuarta inmunización (Post-I4) en 
los grupos tratados con la mezcla de péptidos IMPIPS e IMPIPS + adyuvante, de machos y hembras, 
donde el IR fue >1.  
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Figura 21. Producción de IgG de ratón por la mezcla IMPIPS. 
  
IgG anti-IMPIPS expresado como Índice de reactividad (IR) para muestras de suero de ratones pre-inmune (Pre-I) y post- 
inmune (Post-I) tratados con la mezcla de péptidos IMPIPS e IMPIPS+ adyuvante, la absorbancia de las muestras fue 
medida en un lector ELISA Thermo Scientific Multiskan GO (Japón) con un filtro de 450 nm A. Machos B. Hembras. Las 
líneas discontinuas representan el umbral de positividad (IR>1). 
 
Por otro lado, se evaluaron los niveles de IgG producidos contra cada péptido de la mezcla IMPIPS, 
con los sueros de machos y hembras del grupo IMPIPS + adyuvante obtenidos de la post- cuarta 
inmunización mediante ensayo de ELISA (Figura 22).  
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Figura 22. Reconocimiento de IgG Anti-IMPIPS por suero del grupo de ratones inmunizados con 
IMPIPS+ adyuvante.  
 
A. Machos B. Hembras. IgG anti-IMPIPS expresado como Índice de reactividad (IR) para muestras de suero de ratones 
del grupo IMPIPS + adyuvante. Se utilizó anticuerpo anti-histidinas como control positivo (C+) y PBS como control 
negativo (C-). Las líneas discontinuas representan el umbral de positividad (IR>1). * p < 0.05. 
 
La figura muestra, que todos los péptidos incluidos en la mezcla fueron reconocidos por los sueros 
de los ratones (IR > 1) del grupo de los machos (excepto 24230 y 38150) y hembras, inmunizados 
con la mezcla de IMPIPS + adyuvante. En el grupo de las hembras (Figura 22B), se muestra que 
para los péptidos  37206 y 24292 se obtuvo un IR>1 estadísticamente significativo (* p < 0.05, 
respecto al control negativo.   
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 Ensayo de inhibición de la invasión  
El papel funcional de los anticuerpos generados en los ratones por la inmunización con los IMPIPS, 
se determinó mediante el ensayo de inhibición de la invasión in vitro. En la Figura 23, se observa 
que los sueros de inmunizados con la mezcla de péptidos IMPIPS, inhiben la invasión con valores 
máximos de 61,84% y 68,34% para los machos y las hembras, respectivamente. Mientras que los 
sueros de los animales inmunizados con la mezcla de péptidos IMPIPS + adyuvante, presentan 
valores máximos de inhibición de la invasión 67,62% y 70,82% para los machos y las hembras, 
respectivamente. Se observa que la inhibición es dependiente de la concentración. 
 
 Figura 23. Inhibición de la invasión de parásitos a eritrocitos por anti-IMPIPS.  
 
A. Porcentaje de inhibición de la invasión de anti-IMPIPS machos B. Porcentaje de inhibición de la invasión de anti-
IMPIPS hembras. El ensayo fue realizado por duplicado, fueron utilizadas diferentes concentraciones de suero [5, 10, y 20 
%v/v] y como controles se utilizaron GRs. Parasitados (C-), GRs. No parasitados (C+) y cloroquina (C+). 
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 Discusión de resultados 
En el desarrollo de vacunas, los estudios toxicológicos de la formulación a utilizar en estudios 
clínicos son de suma importancia, debido a que proporcionan información de seguridad acerca de 
los efectos adversos posibles que pueden generar la formulación en evaluación, ya sea en el sitio 
local de inoculación o en los diferentes órganos y tejidos del sujeto vacunado (152, 154).  
 
Es por lo anterior, que en este estudio se evaluó la toxicidad e inmunogenicidad de la mezcla de 23 
péptidos modificados (Pf-IMPIPS) (Anexo B), derivados de 8 proteínas de Spz: circumsporozoite 
protein 1 (CSP-1), thrombospondin-related anonymous protein (TRAP), sporozoite, threonine and 
asparagine-rich protein (STARP), sporozoite microneme proteins essential for cell traversal (SPECT 
1 and 2), cell-traversal protein for ookinetes and sporozoites (CelTOS) y sporozoite invasion-
associated protein 1 y 2 (SIAP-1 y 2) y 6 proteínas de Mrz: apical membrane antigen-1 (AMA-1), 
erythrocyte-binding protein 175 (EBA-175), erythrocyte-binding protein 140 (EBA-140), serine 
repeat antigen (SERA-5), merozoite surface protein-1 (MSP-1) y histidine-rich protein II (HRP-II) 
(16-18), en un modelo murino, como candidata para una vacuna sintética contra malaria. 
 
Los estudios de tolerancia local a dosis única, que principalmente evalúan los sitios del tejido 
expuesto a la concentración más alta de la vacuna administrada (86, 87, 155), demostró que los 
ratones inmunizados con la mezcla de péptidos IMPIPS, IMPIPS+ adyuvante, no manifestaron 
reacciones adversas, en comparación con el grupo control (solución salina), como eritema, edema, 
escara o necrosis (87, 155) durante las 72 h post-inmunización, sugiriendo que la mezcla de péptidos 
IMPIPS no genera efectos tóxicos a nivel local por la inmunización de una dosis y que la vía de 
administración subcutánea fue adecuada.  
 
Lo anterior, permitió dar continuidad al estudio de tolerancia local y sistémica por dosis repetidas (4 
inoculaciones); donde, respecto a la tolerancia local, la inmunización subcutánea no ocasionó efectos 
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adversos en el sitio de administración como: eritema, edema, escara o necrosis (155). Sugiriendo que 
la formulación estudiada no genera irritación o toxicidad en el sitio de inoculación evaluados después 
de cada inmunización (86, 87).  
 
Esto, se podría correlacionar con los resultados de los parámetros fisiológicos, donde los ratones, 
machos y hembras, inmunizados con la mezcla de péptidos IMPIPS e IMPIPS+ adyuvante mostraron 
que el peso corporal (Figura 10A-B), consumo de alimento (Figura 11A-B) y temperatura corporal 
(Figura 12A-B) de los animales estuvo dentro de los parámetros establecidos para los mismos (179), 
indicando que la fisiología de ninguno de los animales fue afectada por la formulación IMPIPS.  
 
Por otro lado, el análisis de química sanguínea mostró que los valores de nitrógeno ureico sanguíneo 
y de creatinina del día 0 al día 70 estuvieron dentro del rango establecido en relación con los 
resultados de los controles, tanto en machos como en hembras (Tabla 13). Se evidenció, que 
únicamente en los días 43 y 45 post cuarta inmunización, los niveles de creatinina aumentaron, sin 
significancia estadística (Figura 13B-D, p > 0,05), sin embargo, se observa que en el día 70 se 
reducen, llegando a entrar incluso, para el caso de los machos, a los parámetros normales. Este 
incremento transitorio, pudo estar dado por estrés o deshidratación, ya que a diferencia de otros 
mamíferos, los ratones tiene la capacidad de excretar la creatinina por la orina; una vez solucionada 
la situación, la creatinina retornó a sus valores normales en todos los grupos de estudio incluyendo 
el control (179).  
 
En cuanto al análisis histopatológico, el corte histológico de riñón (Figura 16) evidenció que se 
presentaron cambios microcirculatorios, como congestión (Figura 16B), proceso causado por 
obstrucción del flujo sanguíneo en las venas, dando como resultado acumulación de hemoglobina 
desoxigenada (180), sin embargo, estos cambios no serían consecuencia de la administración de la 
mezcla de péptidos IMPIPS, ya que esta patología se presentó también en el 50% de los grupos 
control (ratones sin tratamiento); lo cual podría deberse a efectos de manipulación del órgano durante 
el sacrificio o post-sacrificio, ya que tampoco se reportan cambios microcirculatorios como edema 
y hemorragia en ninguno de los animales estudiados; lo anterior, también se observó en miocardio e 
hígado de machos y hembras de cada grupo evaluado (Tabla 15).  
 
El estado de hidratación de los animales, y el nivel de las proteínas plasmáticas totales, las cuales se 
sintetizan principalmente en el hígado y participan en el control de la presión oncótica, transporte de 
sustancias (hemoglobina, lípidos, calcio), promoción de la inflamación y en la cascada del 
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complemento, se evaluó por análisis de las muestras de sangre (181). Los resultados muestran que 
solo en el día 45 se presentaron niveles bajos de hematocrito (Figura 14A-C) y altos de proteínas 
plasmáticas total (Figura 14B-D), en todos los grupos pero sin significancia estadística, indicando el 
buen estado de los animales durante el estudio. Igualmente, respecto a la serie leucocitaria, no se 
presentaron diferencias estadísticamente significativas entre los grupos (Figura 15 B-D) y los valores 
para los parámetros de RGR y RGB estuvieron dentro de los rangos establecidos a partir de los 
controles (Tabla 14). 
 
Asimismo, no se observaron lesiones o traumas a nivel macroscópico en miocardio, riñón, hígado, 
mesenterio y tejido linfoide para ninguno de los grupos estudiados.  
 
El análisis histopatológico mostró la presencia de infiltrado inflamatorio de células mononucleares, 
de tipo agudo, en hígado de machos y hembras inmunizados con solución salina (control), IMPIPS 
+ adyuvante e IMPIPS (Tabla 16). A pesar de que estos resultados fueron estadísticamente 
significativos (*p < 0,05; Anexo I), están dentro del nivel leve, sin presencia alguna de lesiones 
severas. Sin embargo, no se descarta que esta observación se asocie con factores ambientales como 
el estrés.  
 
Se presentó además, degeneración hidrópica (Figura 17B), como cambios arquitectónicos, sin 
significancia estadística (Anexo I), en todos los grupos de estudio (Tabla 17). Esta lesión es causada 
por la acumulación de líquido intra-citoplásmico, secundario a la alteración de la integridad de la 
membrana celular, el cual puede estar asociado con afluencia de plasma post-mortem (182) o con la 
dieta Ad libitum, ya que se ha reportado que los niveles de proteínas en la dieta pueden tener un 
efecto profundo en el metabolismo hepático y más cuando esta no es regulada (183, 184). No 
obstante, como se ha descrito, la degeneración es un diagnóstico inespecífico que proporciona 
información útil limitada (182).  
 
En cuanto al mesenterio, se evidenció la presencia de infiltrado inflamatorio mixto (Figura 18B), sin 
significancia estadística (Anexo I), en los grupos inmunizados con IMPIPS + adyuvante (Tabla 19). 
Esta descripción hace referencia a acumulaciones localizadas de células mononucleares y 
polimorfonucleares, como neutrófilos o eosinófilos, que no constituyen evidencia de un proceso 
inflamatorio significativo, ni tampoco hay evidencia de daño tisular, edema, hemorragia o necrosis, 
lo cual puede considerarse dentro de límites fisiológicos de estos animales (185, 186). En el tejido 
linfoide se observó hiperplasia nodular (Figura 19), en todos los grupos inmunizados (Tabla 20); 
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indicando que el aumento del tamaño del tejido linfoide corresponde principalmente al proceso 
inflamatorio que desencadena la inmunización de la formulación, los cuales son reversibles, ya que 
no se presentó en ninguno de los animales cambios comportamentales ni signos de enfermedad 
durante el estudio. 
 
Estudios previos de la FIDIC, demostraron que la inmunización individual de los péptidos IMPIPS, 
en monos Aotus, además de reconocer proteínas del parasito en su forma nativa, induce respuesta 
inmune totalmente protectiva, determinada por la ausencia total de parásitos en la sangre después 
del reto experimental (75, 82, 83). En este estudio, se evidencio que los sueros de los ratones, machos 
y hembras, inmunizados con IMPIPS + adyuvante e IMPIPS (Figura 20), reconocen al parasito en 
estadio de merozoito, comparado con los grupos control (y sueros pre-inmunes). Esto indica la 
capacidad de los péptidos de la mezcla (Anexo B), para inducir respuesta inmune contra las proteínas 
nativas de las cuales se derivan, y refuerzan la idea del uso de los IMPIPs como vacuna contra la 
malaria (77). 
 
En cuanto a la capacidad de la mezcla IMPIPS y de cada péptido que la compone para inducir 
respuesta inmune humoral, se determinó la producción de IgG en los sueros de los ratones, machos 
y hembras, inmunizados en los diferentes tiempos (Figura 21A-B). Los niveles de IgG de los grupos 
inmunizados con la mezcla de IMPIPS no fueron estadísticamente significativos, comparados con el 
grupo control; lo mismo se evidencio, en la producción de IgG generada por cada péptido de la 
mezcla IMPIPS (Figura 22A-B). Esto niveles de IgG (reportados como IR), pueden estar 
relacionados con el concepto de que los IMPIPS: son péptidos mHABPs, diseñados para encajar en 
el MHC-II de humano (32, 36, 37). Sin embargo, es interesante observar que los sueros de los ratones 
inmunizados solo con la mezcla IMPIPS mostraron menores niveles de IgG, que los sueros de los 
ratones inmunizados con la mezcla IMPIPS + adyuvante, sugiriendo que la acción de adyuvante 
sobre la mezcla IMPIPS, potencia la respuesta immune (187, 188). 
 
Lo anterior, se correlaciona con la evaluación de la inhibición de la invasión (Figura 23A-B), donde 
se muestra una tendencia a incrementar el % de inhibición de la invasión a medida que aumenta la 
concentración de los sueros de ratones, machos y hembras, inmunizados con la mezcla de péptidos 
IMPIPS e IMPIPS + adyuvante, si bien estos dos grupos tienen la misma tendencia, es evidente que 
la acción del adyuvante sobre la mezcla IMPIPS es importante, como se mencionó en el párrafo 
anterior, ya que el porcentaje de inhibición de la invasión en este grupo es más alto que en el grupo 
inmunizado solo con IMPIPS. Estos resultados sugieren, que la mezcla de los 23 péptidos IMPIPS 
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por sí sola, no genera una respuesta inmunológica potente en el modelo murino, por lo que se hace 
necesario el uso de adyuvante (187, 188). 
Finalmente, los resultados en su conjunto, sugieren que la mezcla de péptidos IMPIPS, puede ser un 
candidato seguro para el desarrollo de una vacuna contra malaria, ya que no generó efectos tóxicos 
en modelo murino, y que, aunque los niveles de anticuerpos IgG producidos no fueron altos, si 
reconocen proteínas nativas del merozoíto. Estos resultados que son prometedores y sugieren que la 
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El estudio de toxicidad local de la mezcla IMPIPS a una dosis, mostró que a nivel local no se 
presentaron reacciones adversas en el sitio de inmunización de ninguno de los animales y que la vía 
de administración, subcutánea, fue adecuada. 
 
Las pruebas de tolerancia local y toxicidad sistémica por dosis repetidas en ratones, indicaron que la 
mezcla IMPIPS no genera efectos tóxicos locales y que los efectos inflamatorios generados en 
órganos son reversibles, sugiriendo que la inmunización es resistible en modelo murino.  
 
Aunque los IMPIPS son diseñados para unirse a moléculas MHC-II de humanos, la mezcla de 23 
IMPIPS inmunizada en modelo murino, induce respuesta de anticuerpos que reconocen proteínas en 
su forma nativa e inhiben in vitro la invasión del parásito a GRs humanos. 
 
La mezcla de IMPIPS no es tóxica, a nivel local ni sistémico, en modelo murino y por lo tanto podría 
probarse en ensayos de inmunogenicidad y protección en un modelo de primates no humanos como 
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 Perspectivas  
A continuación, se realizan algunas consideraciones a tener en cuenta para futuras investigaciones: 
 
 Con el fin de disminuir el número de animales para evaluar la toxicidad local por dosis única, 
se propone evaluar este parámetro en la primera inmunización de la prueba de toxicidad 
local a dosis repetidas. 
 
 Con la finalidad de conocer los efectos posibles que con el tiempo podría generar el 
candidato vacunal, se sugiere incluir en los estudios de seguridad finales: evaluación 
toxicológica de la reproducción y el desarrollo, hipersensibilidad, carcinogenicidad y 
genotoxicidad.  
 
 Evaluar la toxicidad local y sistémica a una dosis y por dosis repetidas, de la mezcla final, 
en un modelo no roedor y más grande, ejemplo: el conejo.  
 
 Evaluar la inmunogenicidad inducida por la mezcla IMPIPS en una especie que presente 
mayor homología con las moléculas HLA en humanos para comprobar la efectividad de los 
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 Consideraciones éticas 
En esta investigación se realizó experimentación con péptidos sintéticos derivados de proteínas de 
diferentes estadios del desarrollo de Plasmodium falciparum; microorganismo patógeno, agente 
causal de malaria en humanos; dicha investigación, se llevó a cabo en las instalaciones de la 
Fundación Instituto de Inmunología De Colombia (FIDIC), las cuales cumplen a cabalidad con las 
exigencias del título IV del capítulo 1 y los artículos 63 al 65 y 68 al 71 de la resolución 008430 de 
1993. Por otra parte, se han garantizado todas las condiciones para dar cumplimiento al título V 
correspondiente a la investigación Biomédica con animales de la misma resolución, en conjunto con 
el cumplimiento con la ley 84 de 1989, donde se propende el manejo ético, cuidado y bienestar de 
los animales. 
 
Los ratones fueron mantenidos siguiendo las normas de bioética conforme a lo indicado en la Ley 
84 de 1989, la Resolución 8430 de 1993 emitida por el Ministerio de Salud de Colombia (Congreso 
Nacional de Colombia, 1989; Ministerio de Salud de Colombia, 1993) y la Guía para el cuidado y 
uso de animales de laboratorio octava edición (2011) del Instituto Nacional de Salud de Estados 
Unidos (NIH) (National Research Council of the National Academies, 2011). También se tuvo en 
cuenta lo estipulado por la Asociación Americana Médica Veterinaria (AVMA) en el panel de 
Eutanasia en 2013 (Panel on Euthanasia. American Veterinary Medical Association, 2013) (158). 
Con el fin de mantener bajos los niveles de amoniaco, el aserrín fue cambiado tres veces por semana. 
 
La manipulación de los fluidos sanguíneos y órganos obtenidos de los ratones, se realizó en un 
laboratorio de hematología y patología de la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales 
(UDCA). 
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Los residuos y subproductos resultantes del desarrollo de este proyecto fueron tratados de acuerdo a 
la legislación colombiana vigente para minimizar su impacto negativo sobre el medio ambiente. Por 
lo tanto, se considera que este proyecto no ocasionó impactos ambientales negativos. 
 
Este trabajo fue avalado por el Comité de Ética en Investigación de la Universidad de Ciencias 
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 Anexos  
A. Síntesis química de péptidos (IMPIPS)  
Los péptidos IMPIPS fueron sintetizados en el grupo de síntesis química de la FIDIC (160), 
siguiendo la metodología denominada síntesis múltiple de péptidos en fase sólida, empleando la 
estrategia de síntesis ter-butiloxicarbonilo (t-Boc) (161, 162); como soporte polimérico se empleó 
resina 4-Metil- bencidrilamina (MBHA) de sustitución 0.65 meq/g. Los disolventes que se utilizaron 
para la síntesis fueron N,N’-dimetilformamida (DMF), 1-metil-2-pirrolidona (NMP), diclorometano 
(DCM) e isopropanol (IPA). Los activadores para el grupo carboxilo fueron N,N´- 
diciclohexilcarbodiimida (DCC), 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) y tetrafluoroborato de O- (1H-
Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetrametiluronio (TBTU). 
Los L-α-aminoácidos (Boc-aminoácidos) tienen el grupo α-amino protegido con el grupo ter-
butiloxicarbonilo (t-Boc). Los grupos protectores de las cadenas laterales, son: ácido aspártico (D) y 
Ácido glutámico (E) → O-Bencilo (O- Bzl), Cisteína (C) → para metilbencil (p-MeBzl), Treonina 
(T) y Serina (S) → bencilo (Bzl), Lisina (K) → Cloro-Z (2-Cl-Z), Triptofano (W) →formilo (For), 
Asparagina (N) y Glutamina (Q) → xantilo (Xan), Arginina (R) → tosilo (Tos), Histidina (H) →
 dinitro fenilo (Dnp), Tirosina (Y) → 2- Br-benciloxicarbonilo (2-Br-Z); los otros aminoácidos no 
requieren de grupo protector en su cadena lateral. 
 
La síntesis se inició con el hinchamiento de la resina durante 1 h con DCM, luego se activó con 
trietilamina (TEA) al 10% en DCM, en 4 ciclos por 15 min cada uno. Simultáneamente se realizó la 
activación del grupo carboxilo de cada uno de los aminoácidos empleados en el primer acople; para 
esto, se utilizó DCC y HOBt (1:1) en DMF o NMP, acoplando este primer aminoácido a la resina 
por 1 h a TA. Posteriormente se realizó el ensayo de Káiser para verificar la eficiencia del 
acople(189).  
Evaluación de la toxicidad e inmunogenicidad en modelo murino, de una mezcla de 
péptidos modificados (IMPIPS), candidata a vacuna contra malaria 
 84 
 
El grupo Boc del amino α (desprotección) fue removido con ácido trifluoroacético (TFA) al 40% en 
DCM por media hora, luego se lavó con DCM y se realizaron ciclos de neutralización con TEA. Este 
proceso se repitió en cada proceso de acople hasta que se terminó de sintetizar la cadena peptídica 
deseada. A las moléculas que en su cadena peptídica tenían histidina, se procedió a retirar el grupo 
protector (DNP) de su cadena lateral, proceso denominado tiolisis, en el que se empleó tiofenol al 
20%.  
A continuación, se desprotegió el grupo amino del ultimo aminoácido acoplado con TFA al 40 % 
como se describió anteriormente. Seguido de la desprotección de las cadenas laterales con HF al 
25%, denominado desanclaje bajo, por la baja concentración de HF (ácido fluorhídrico). 
Posteriormente, se realizó un desanclaje para separar el complejo péptido-resina, para lo cual se 
empleó HF al 100% (Desanclaje alto, debido a la alta concentración de HF). Finalmente se hizo la 
extracción del péptido con TFA y se precipitó con éter frio, se centrifugó y se descartó el 
sobrenadante para adicionar acetato de etilo que extrae las sales y paracresol como scavenger.  
 
La pureza de los péptidos sintetizados se determinó por cromatografía liquida de alta eficiencia en 
fase reversa a escala analítica, usando un cromatógrafo Merck-Hitachi L-6200 A (Merck) con 
detector UV-VIS L-4250 a longitud de onda de 210 nm, columna RP- 18 de 125 x 4.6 mm con 
tamaño de partícula de 5 μm, a TA y flujo de 1.0mL/min. Los solventes utilizados como fase móvil 
fueron acetonitrilo (ACN) con TFA al 0.05% y agua con TFA al 0.05%. Los péptidos se eluyeron 
en un sistema de gradiente lineal de 0 a 70 % en 45 min.  
 
Los péptidos que tuvieron una pureza inferior al 70%, fueron purificados por cromatografía HPLC 
en fase reversa (escala semipreparativa), usando un cromatógrafo Merck-Hitachi L-6200 A, con 
detector UV-VIS L-4250 a longitud de onda de 210nm, columna RP-18 de 250 x 10 mm con un 
tamaño de partícula de 10 μm a TA. 
En el cromatógrafo se inyectaron 1000 μL de la solución del péptido y durante la elución, a un flujo 
de 1mL/min, empleando un sistema de gradiente lineal (A: Agua desionizada 0.05% TFA) y (B: 
Acetonitrilo 0.05% TFA), se colectaron cada una de las fracciones que posteriormente se analizaron 
por espectrometría de masas MALDI-Tof (MatrixAssisted Laser Desorption of Ions Time of Flight), 
en el equipo (BrukerDaltonics) serie microflex MALDI-Tof, empleando como matriz una solución 
sobresaturada de ácido α-ciano-4-hidroxicinámico. El grado de pureza de las fracciones 
seleccionadas de cada péptido se determinó por cromatografía líquida de alta eficiencia a escala 
analítica. 
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Para la polimerización y caracterización de los péptidos, se disolvió el péptido monomérico a una 
concentración de 6 mg/mL en agua destilada y desionizada, se ajustó la solución del péptido a pH 
de 7,4 con soluciones de hidróxido de sodio y/o ácido clorhídrico 0,5 M. Posteriormente, la solución 
se mantuvo en agitación constante en atmosfera de oxigeno (99,0%) hasta que el péptido se oxidó 
(cambió de coloración de amarillo a incoloro). El seguimiento de la reacción de oxidación se realizó 
con la prueba de Ellman para determinar grupos tiol libres (163). 
 
Finalizada la reacción de oxidación, cada uno de los péptidos poliméricos fue sometido a un proceso 
de diálisis, mediante el uso de una membrana Spectra/Por® (SpectrumLaboratories, Inc.) con un 
tamaño de poro de 1000 Da, a la cual se transfirió cuantitativamente la solución del péptido oxidado. 
Finalizado el proceso de diálisis, el péptido polimérico fue liofilizado y posteriormente caracterizado 
por espectrometría de masas MALDI-Tof. Los péptidos purificados se numeraron de acuerdo con el 
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B. Péptidos sintetizados  













32958 (8) CGGNGNGQGLNMNNPPNFNVDENAGC 4388 CSP 22,29 2436,8 2436,9 
25608 (3) CGKNSFSLGENPNANPGC 4383 CSP 15,57 1809,3 1807,1 
24312 (4) CGDLGHVNGRDTMNNIVDENKYGC 3243 TRAP 22,18 2715,4 2713,3 
24242 (5) CGVWDEWSPVSTAVGMGTRSRKGC 3287/3289 TRAP 24,26 2568,8 2567,3 
24250 (6) CGKSLDIERKMADPQAQDNNGC 3325/3327 TRAP 17,99 2393,8 2392,2 
24254 (1) CGGAATPYSGEPSPFDEVLGEEGC 3347 TRAP 17,86 2372,9 2373,2 
24230 (1) CGVIKHMRFHADYQAPFLGGGYGC 20546 STARP 39,46 2628,8 2626,0 
38150 (3) CGTDLILKALGKLQNTNKGC 33375 SPECT 25,49 2090,9 2089,3 
38890 (2) CGSDYTKALAAEAKVSYWGIGC 34938 SPECT-2 24,12 2435,1 2436,2 
38128 (3) CGKLTPISDSFDSDDTKESYDKGC 34949 SPECT-2 2051 2612,3 2611,7 
38976 (5) CGVDTTIWSGVNNLSHVALDGGC 34959 SPECT-2 26,62 2316,0 2316,3 
38880 (1) CGETAVGALQADEIWNYNTGC 38880 CELTOS 24,09 2212,9 2213,9 
38162 (1) CGKTQGHSYHLRRKNGVKHPVYGC 34893 SIAP-1 18,18 2726,6 2729,2 
38884 (4) CGGLHYSTDSQPNLDISFGELGC 38156 SIAP-2 24,68 2411,0 2411,3 
13486 (1) CGMIKASFDPTGAFKSPRYKSHGC 4325 AMA-1 22,41 2589,6 2588,8 
37206 (2) CGNDKLYFDEYWKVIKKDGC 1783 EBA-175 24,53 2425,2 2405,3 
24292 (3) CGLTNQNINIDQEFNLMKHGFHGC 1815 EBA-175 26,72 2734,4 2732,0 
22690 (1) CGNNIPSRYNLYDKMLDLDGC 1818 EBA-175 24,89 2405,2 2402,2 
36620 (1) CGLKNKETTKDYDMFQKIDSFLGC 26147 EBA-140 19,36 2785,6 2781,7 
22796 (6) CGDNILVKMFKVIENNDKSELIGC 6737 SERA 32,53 2683,6 2681,7 
23426 (3) CGKKVQNLTGDDTADLATNIVGGC 6754 SERA 16,00 2394,0 2395,4 
10014 (4) CGEVLYHVPLAGVYRSLKKQLEGC 1585 MSP-1 26,63 2663,5 2662,9 
24230 (21) CGSAFDDNLTAANAMGLILNKRGC 6800 HRP-2 28,00 2456,4 2453,4 
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C. Valores “in situ” peso de machos durante estudio.  
Control (g) IMPIPS + Adyuvante (g) IMPIPS (g) 
Día 0 23,3 21,7 22,2 19,2 18,4 18,8 20,5 13,5 22,0 22,5 25,4 
Día 1 23,2 21,4 21,4 19,6 18,3 19,6 20,9 14,3 22,6 21,9 21,8 
Día 3 21,1 21,3 20,9 18,2 17,1 18,3 20,0 14,8 22,9 21,6 24,7 
Semana 1 24,1 23,3 22,9 20,0 20,0 20,0 22,0 18,1 23,8 23,4 26,7 
Semana 2 25,2 23,1 23,1 20,9 21,0 20,1 22,7 19,9 23,5 23,7 26,8 
Semana 3 27,1 23,9 25,0 21,9 21,8 21,1 23,6 22,0 24,9 25,1 28,3 
Semana 4 27,8 23,8 25,2 24,0 24,0 22,4 25,2 23,1 25,7 25,7 28,5 
Semana 5 28,1 24,8 26,2 25,0 24,4 23,2 26,0 24,0 26,5 26,6 28,9 
Semana 6 28,3 25,7 27,1 25,9 25,6 24,1 26,5 24,9 27,5 27,1 29,2 
Semana 7 28,7 25,9 26,5 25,7 25,6 24,0 27,1 25,4 27,3 28,0 29,2 
Semana 8 30,0 26,1 27,1 26,9 26,6 24,8 27,5 26,5 27,8 28,0 27,3 
Semana 9 30,3 26,2 27,9 28,6 28,0 25,6 28,1 26,7 27,7 28,1 31,3 
Semana 10 31,9 27,3 28,3 29,8 29,0 26,4 29,5 26,6 29,0 29,0 32,5 
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D. Valores “in situ” peso de hembras durante estudio. 
Control (g) IMPIPS + Adyuvante (g) IMPIPS (g) 
Día 0 18,4 15,3 17,2 15,2 16,2 14,3 13,5 16,0 15,9 15,9 15,5 
Día 1 18,7 15,7 17,3 16 16,5 14,5 14,1 16,5 15,8 17,1 15,3 
Día 3 18,4 15,4 17,3 16,5 16,4 14,7 14,6 13,8 16,0 17,5 15,5 
Semana 1 19,5 16,5 18,3 18,1 18,0 17,0 17,0 16,9 17,2 19,4 16,7 
Semana 2 19,8 16,6 18,8 18,8 18,2 17,8 17,7 17,2 17,7 19,2 17,1 
Semana 3 20,7 18,6 20,1 20,2 18,7 19,3 18,7 19,2 19,4 21,3 18,4 
Semana 4 21,3 18,4 20,5 20,6 18,5 20,1 19,5 19,8 19,3 21,9 18,1 
Semana 5 21,9 17,8 21,2 21,2 18,8 20,8 20,3 20,0 20,2 21,9 18,2 
Semana 6 22,5 18,1 21,7 21,7 18,8 20,8 20,7 20,6 20,9 23,1 18,3 
Semana 7 22,7 18,0 21,4 21,7 20,6 21,5 21,5 20,3 21,3 23,0 18,7 
Semana 8 23,1 18,8 22,6 23,3 21,5 22,5 22,5 21,7 21,4 23,6 18,7 
Semana 9 24,6 18,8 23,2 23,5 22,7 23,0 23,3 21,0 22,2 24,5 19,6 
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E. Valores de consumo de alimento “in situ” de machos 
Control (g) IMPIPS + Adyuvante (g) IMPIPS (g) 
Semana 1 30,0 30,0 30,0 29,36 29,36 29,36 29,36 28,65 30,0 30,0 30,0 
Semana 2 32,02 32,02 32,02 31,34 31,34 31,34 31,34 31,13 32,02 32,02 32,02 
Semana 3 29,83 29,83 29,83 26,78 26,78 26,78 26,78 29,1 29,83 29,83 29,83 
Semana 4 29,0 29,0 29,0 29,9 29,9 29,9 29,9 29,8 29,0 29,0 29,0 
Semana 5 30,8 30,8 30,8 27,9 27,9 27,9 27,9 28,8 30,8 30,8 30,8 
Semana 6 29,1 29,1 29,1 30,28 30,28 30,28 30,28 28,18 29,1 29,1 29,1 
Semana 7 30,2 30,2 30,2 36,1 36,1 36,1 36,1 27,2 30,2 30,2 30,2 
Semana 8 32,97 32,97 32,97 32,72 32,72 32,72 32,72 31,7 32,97 32,97 32,97 
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F. Valores “in situ” de consumo de alimento semanal de 
hembras. 
Control (g) IMPIPS (g) IMPIPS + Adyuvante (g) 
Semana 1 25,0 25,0 25,0 26,0 26,0 26,0 25,0 26,32 26,32 26,32 26,32 
Semana 2 25,13 25,13 25,13 25,72 25,72 25,72 25,13 26,78 26,78 26,78 26,78 
Semana 3 24,55 24,55 24,55 26,35 26,35 26,35 24,55 24,78 24,78 24,78 24,78 
Semana 4 25,0 25,0 25,0 25,9 25,9 25,9 25,0 27,5 27,5 27,5 27,5 
Semana 5 22,9 22,9 22,9 24,1 24,1 24,1 22,9 24,2 24,2 24,2 24,2 
Semana 6 23,38 23,38 23,38 24,07 24,07 24,07 23,38 23,46 23,46 23,46 23,46 
Semana 7 21,4 21,4 21,4 22,8 22,8 22,8 21,4 22,2 22,2 22,2 22,2 
Semana 8 24,83 24,83 24,83 25,73 25,73 25,73 24,83 26,12 26,12 26,12 26,12 
Semana 9 24,25 24,25 24,25 25,75 25,75 25,75 24,25 26,06 26,06 26,06 26,06 
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G. Valores “in situ” de temperatura de machos, tomada en 
intervalos de tiempo después de cada inmunización.  
Tiempo Control (°C) IMPIPS + Adyuvante (°C) IMPIPS (°C) 
Inmunización 
1 
0h 31,32 32,04 32,24 30,72 31,68 30,54 31,12 31,82 32,5 31,44 33,14 
4h 31,82 30,82 31,36 32,42 32,1 31,62 31,98 33,44 31,66 31,74 31,84 
24h 32,2 30,6 32,3 31,9 32,2 31 32,3 33,1 31,9 31,5 30,9 
Inmunización 
2 
0h 30,9 31,5 31,94 32,12 31,86 31,94 32,06 31,68 31,64 32,16 30,1 
4h 31 30,88 30,84 28,58 29,76 30,02 29,86 30,62 30,74 30,9 31,1 
24h 31,01 30,62 30,54 30,85 30,46 31,09 31,83 31,29 30,65 30,21 30,56 
Inmunización 
3 
0h 30,88 30,96 31,24 31,7 33,12 32,06 32,36 30,26 31 31,1 30,96 
4h 31,58 31,5 31,44 31,94 31,76 31 31 31,78 31,78 32,16 31,52 
24h 32,3 32,7 31,8 31,48 32,36 32,28 32,32 31,54 32,14 32,54 31,22 
Inmunización 
4 
0h 32,1 31,04 31,08 32,62 32,22 32,88 32,78 31,6 31,06 31,48 31,02 
4h 31,14 30,52 31,22 31,36 31,02 31,5 30,56 31,52 30,04 30,64 30,08 
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H. Valores “in situ” de temperatura de hembras, tomada en 
intervalos de tiempo después de cada inmunización.  
Tiempo Control (°C) IMPIPS + Adyuvante (°C) IMPIPS (°C) 
Inmunización 
1 
0h 30,38 31,16 31,6 31,92 33,42 32,82 32,66 31,98 31,24 31,34 30,22 
4h 33,06 32,34 34,18 31,34 31,54 33,42 33,34 32,54 33,64 33,76 32,96 
24h 31,5 33,2 32,8 34,3 31,8 34,1 34,2 32,8 33,2 34 33,4 
Inmunización 
2 
0h 33,6 32,16 32,86 34,24 33,16 34,48 33,74 33,42 32,92 33,24 33,64 
4h 33,46 33,38 33,86 33,52 32,68 33 32,18 33,28 33,62 32,38 33,8 
24h 31,88 31,56 31,56 29,63 29,27 29,56 30,01 30,9 31,18 31,33 32,08 
Inmunización 
3 
0h 32,4 33,12 33,02 33,22 33,54 33,12 32,88 32,84 32,86 32,74 32,56 
4h 32,32 32,26 32,46 30,64 30,84 31,62 30,78 31,2 31,6 32,16 32,62 
24h 32,52 31,92 32,6 32,86 32,1 32,78 32,46 32,44 32,36 31,96 32,06 
Inmunización 
4 
0h 32,72 33,24 32,58 32,8 33,5 32,94 33,62 33,34 33,4 33,08 33,24 
4h 32,38 31,54 32,7 31,96 31,9 31,12 31,64 33,26 32,5 31,78 32,34 
24h 31,32 30,96 31,88 31,74 32,02 32 32,4 30,76 32,74 31,2 31,58 
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I. Análisis estadístico por STATA de 






 CONGESTIÓN  
GRUPOS 0 1 
TOTAL 
LESIONES 
0 6 0 6 
1 8 0 8 
2 6 2 8 
TOTAL  20 2 22 
 
Regresión lineal (chi2) = 3.8500  Pr = 0.146 (p>0,05; NS) 
 
Grupos → 0=control; 1= IMPIPS; 2=IMPIPS+ adyuvante 






 CONGESTIÓN  
GRUPOS 0 1 
TOTAL 
LESIONES 
0 5 1 6 
1 6 2 8 
2 8 0 8 
TOTAL  19 3 22 
 
Regresión lineal (chi2) = 2.1871   Pr = 0.335 (p>0,05; NS) 
 
Grupos → 0=control; 1= IMPIPS; 2=IMPIPS+ adyuvante 
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 CONGESTIÓN  
GRUPOS 0 1 
TOTAL 
LESIONES 
0 0 6 6 
1 1 7 8 
2 1 7 8 
TOTAL  2 20 22 
 
Regresión lineal (chi2) = 0.8250  Pr = 0.662 (p>0,05; NS) 
 
Grupos → 0=control; 1= IMPIPS; 2=IMPIPS+ adyuvante 
Congestión → 0= No; 1=Si 
 
Infiltrado inflamatorio  
 
 MONONUCLEARES  
GRUPOS 0 1 
TOTAL 
LESIONES 
0 5 1 6 
1 6 2 8 
2 2 6 8 
TOTAL  13 9 22 
 
Regresión lineal (chi2) = 6.1425   Pr = 0.046 (*p<0,05) 
 
Grupos → 0=control; 1= IMPIPS; 2=IMPIPS+ adyuvante 
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GRUPOS 0 1 
TOTAL 
LESIONES 
0 1 5 6 
1 1 7 8 
2 0 8 8 
TOTAL  2 20 22 
 
Regresión lineal (chi2) = 1.3292   Pr = 0.514 (p>0,05; NS) 
 
Grupos → 0=control; 1= IMPIPS; 2=IMPIPS+ adyuvante  




 BINUCLEACIONES  
GRUPOS 0 1 
TOTAL 
LESIONES 
0 2 4 6 
1 4 4 8 
2 4 4 8 
TOTAL  10 12 22 
 
 
Regresión lineal (chi2) = 0.4889   Pr = 0.783 (p>0,05; NS) 
 
Grupos → 0=control; 1= IMPIPS; 2=IMPIPS+ adyuvante 
BINU → 0= No; 1=Si 
 
Infiltrado Inflamatorio  
 
 MONONUCLEARES  
SEXO 0 1 
TOTAL 
LESIONES 
0 8 3 11 
1 5 6 11 
TOTAL  13 9 22 
 
 
Regresión lineal (chi2) = 1.6923   Pr = 0.193 (p>0,05; NS) 
 
Sexo → 0=Machos; 1= Hembras  
MN → 0= No; 1=Si 
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Infiltrado inflamatorio  
 
 MIXTO  
GRUPOS 0 1 
TOTAL 
LESIONES 
0 4 2 6 
1 6 2 8 
2 7 1 8 
TOTAL  17 5 22 
 
Regresión lineal (chi2)= 0.8843   Pr = 0.643 (p>0,05; NS) 
 
Grupos → 0=control; 1= IMPIPS; 2=IMPIPS+ adyuvante 
Mixto → 0= No; 1=Si 
 
 
Tejido linfático  
 






GRUPOS 0 1 
TOTAL 
LESIONES 
0 4 2 6 
1 3 5 8 
2 0 8 8 
TOTAL  7 15 22 
 
Regresión lineal (chi2)= 7.2111   Pr = 0.027 (*p<0,05) 
 
Grupos → 0=control; 1= IMPIPS; 2=IMPIPS+ adyuvante  
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SEXO 0 1 
TOTAL 
LESIONES 
0 2 9 11 
1 5 6 11 
TOTAL  7 15 22 
 
 
Regresión lineal (chi2) = 1.8857   Pr = 0.170 (p>0,05; NS) 
 
Sexo → 0=Machos; 1= Hembras  
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